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INTRODUCCION

-

., &l Laboratorio de Microscopia Electrédnica de la Facultad
de Ciencias de la U.N.A.M., se realiza investigacion sobre el
niclen celular en interfase desde hace aproximadamente 7 aros,
romo rontinuacidn de un grupo de trabajo que se dedica al tema
desde 1970. Frn particular, se aralizan aspectos morfométricos de
la cromaitina y de las particulas ribonucleoproteicas del periodo
interf2zico. De esta manera se han sugerido mecanismos
funcionales en los procesos transcripcionales vy
postranscripcionales.

F1 laboratorio, sin embargo. no cuenta con la metodologia
moderna €i i estudio del nucléolo, gue es la estructura
ribonucleoproteica mas conspicua del ndicleo interfasico. Debido
gésto, se obtuvo colaboracidn de parte del Baylor College of
Medicine para realizar la presente tesis sobre aspectos
nuclenolares de actualidad.

En sucariontes, el nucléolo es el sitio de sintesis vy
procesamiento del precursor ribosémico pre-rRNA 455 vy del
ensamblaje de ribosoma2s. Adem3s, &5 un indicador preciso de
estados patoldgicos determinados. Por ejemplo, en células
cancerosas s pleomdrfico y de mayor volumen respecto de ceélulas
normales. En enfermedades autoinmunes como el lupus eritematoso
sistémico, la artritis reumatoids vy el escleroderma, varios
compornentes nucleolares san antfgenos reconocidos por
autpanticuerpos producidos durante el desarrollo de estas
enfermedades.

En 21 Departamento de Farmacologia del Baylor College o+
Medicine, en el Centro Mé&dico de Texas, &n Houston, E.U.A., se
utiliza al nucléonlo como objeto de estudio, con base en la
hipotesis de trabajo de gue hay diferencias moleculares
nucleolares entre células en crecimiento normal y células
cancerosas o en otros estados patolégicos como algunas
enfermedades autoinmunes.

Para llevar a cabo lo anterior,se a.2!iizzal nucleolo
integralmente, desde los mecanismos gue controlan la expresion
geneética hasta la identificacidn de lesiones moleculares causadas
par carcindgenos, a traves de un enfogue que combina teécnicas
bioguimicas y moleculares modernas, como las teécnicas de
produccidn de anticuerpos monoclonales mediante hibridomas
y el uso de técnicas de DMA recombinante. Asf, se han logrado
individualizar algunos de los mecanismos involucrados en el
control del ciclo celular v en la expresidn genética en celulas
normales vy cancerosas. De especial interés son algunas prote{nas
especiticas, como los antigenos nucleares de proliferacion celular
(FPCNA), fosfaproteinas nuclealares y enzimas involucradas en la
estructura del DMA nucleolar (topoisomeras I). También se
estudian las caracteristicas biogquimicas y funcionales de tales
proieinas, as! como la estructura vy funcidn de sus genes.

El objetivp general de este grupo de investigacidn es
intentar conocer los mecanismos por los cuales las células
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eucariontes requlan la producciédn de ribosom==, asi como
aquel los por los cualse &1 nucléonlo se transforma,
convirtiéndose en un indicador de malignidad v proliferacidn
celular.

Desde el punto de vista biomédico, ese conocimiento permitirfa,
en un futuro, el desarrnollo de tecnologia encaminada a la
inmunadiagnosis temprana y a la quimioterapia dirigida a
segmentos especiticos de moleéculas involucradas en las
enfermedades mencionadas anteriormente. 2.

La presente tesis se llevd a cabo integrando principalmente
l1a metodologia ultraestructural v la moiecular. Concretamente, se
implementd v adaptd la técnica de hibridacidn molecular 1in situ
para la localizacidn de genes cuyo producto primario de
transcripcion es nucleolar (DMA ribosdmico [rDNAl v genes cuya
secuencia contiene la informacion para &1 U3snRNA); se analizd la
distribucidn de rDMA durante 12 mitosis vy en relacidn con
proteinas nucleolares especificasy y se analizd la distribucidn
de estos mismos elementos en células tratadas con actinomicina D,
es decir, sin actividad transcripcional nucleolar.

El titulo de la tesis hace retferencia a la distribucidn de
genes nucleolares durante la interfase y la mitosis y su relacion
con proteinas nhucleolares especificas que pudieran tener una
accién determinante en la regulacidn de esos genes. De esta
forma, el analisis morfoldgico podria indicar los momentos del
ciclo celular en los gue la asociacidn de esas protefnas con el
rDNA es determinante en la activacion e inactivacidn de los genes

Este trabajo representa una contribucién morfoléagico molecular
al estudio de los factores gue pudieran estar involucradas en la
requlaciodn de la expresidn genetica en eucariontes.



RESUMEN

En este trabajo se estudid 1) la distribucidn de DNA
ribosdmico (rDNA) y de algunas proteinas nucleolares durante la
mitosis, 2) la distribucidn de esos elementos en células tratadas
con dosis altas de actinomicina' D (act D) durante tiempos
prolongados ¥y 3) la distribucidn del gene U3snRNA en interfase.

1) Con el objeto de intentar demostrar asociaciones
especificas entre rDNA y proteinas nucleolares, se analizd la
distribucidn de genes ribosdmicos durante la interfase y la
mitosis, en especial durante la nucleologénesis, mediante el uso
de una técnica en la gue se establecieron las condiciones
dptimas para la hibridacidn molecular 7/» situ y la preservacion
de la morfologia celular. Ademas, a nivel de microscopfa de luz
se relaciond la localizacidn de rDNA con la distribucidn de las
proteinas nucleolares especificas fibrilarina, RNA polimerasa I
{RNA pol 1) y lai(s) proteinais) responsable({s) de la tincidn de
plata para el organizador nucleolar (proteinas Ag-NOR), mediante
inmunof luorescencia y tincidn Ag-NOR. Estos resultados se
compararon posteriormente con la distribucidn de RNA ribosdmico
(rRNA) , usando la técnica de azul de toluidina alcohdlico-acido.

En interfase, las proteinas nucleolares se localizan en todo
el nucléolo, en tanto gue el rDNA se observa en un area
restringida dentro del mismo. En profase, las proteinas
nucleolares tienden a disminuir en cantidad y a quedar
distribuidas en zonas similares a las que presentan rDNA.
Durante la metafase y anafase, se observa gue aproximadamente la’
mitad de los sitios para rDNA (3 de los &6 NORs que se detectan
en la rata mediante hibridacidn 7/n sifu) se tidAen con plata vy
presentan RNA pol I. Debido a ésto, se concluye que la
hibridacibn i» situ detecta todos los NORs, mientras gue la
tincién-Ag y la inmunofluorescencia para RMA pol 1 sélo detectan
MORs "activos". En telofase, el rDNA y las proteinas nucleolares
constituyen un juego de cuerpos prenucleolares (PNBs) gue aqui
se denominan cuerpos prenucleolares-regién del organizador
nucleolar (NOR-PNBs) puesto que representan el sitio real de
formacidn del nucléolo. Otros PNBs numerosos son de tamafo mas
pequefo ¥ no contienen cantidades detectables de rDNA ni de RNA
pol I. Se concluye que la reconstruccién del nucléolo tiene su
origen en sitios especificos de telotase, 7.e. NOR-PMNEs, los
cuales contienen la mayorfa, o todo, 1 rDNA y 1a RNA pol I. De
hecho, estos sitios corresponden a los NORs y dan lugar a
nucléolos interfasicos.

2) Para conocer si alguno de los elementos del nucleéolo
inactivado experimentalmente, contiene los mismos componentes
moleculares gque los NOR-PNBs y representa la maguinaria
transcripcional basica, se utilizd act D.

El tratamiento de células FtKz con 1.0 pg/ml de act D durante
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29 h, promovid la formacidn de ceélulas interfasicas con 2 cuerpos
nucleares redondos ¥ cercanos entre si, analizables con
microscopia de contraste de fases. La tinciédn Ag-NOR en estas
células demostrd el origen nucleolar de esps cuerpos. Uno se tido
muy densamente v 1 otro mostrd sdlo un punto central con un halo
claro alrededor. Este dltimo se llamd "tiro al blanco®

La inmunofluorescencia en estas células, con anticuerpos contra

las proteinas fibrilarina y RMA pol I, segquida con tinciédn Ag-NOR
sobre las mismas células, mostrd que la fibrilarina estaba
presente principalmente en el cuerpo denso terido con A9 v éen
cantidades mernores en el "tiro al blanco". La RNA pdl estaba
presente en pequedas cantidades sdlo en el cuerpo denso.

Mediante microscopia electrdnica (ME), tincidn-Ag para IME e
inmunomicroscopia electrdnica, los dos cuerpos pueden ser
distinguidos. Uno aparece como una masa fibrogranular redonda -
densa, terida muy intensamente con plata v conteniendo la mavoria
de la fibrilarina v toda la RNA pol I. El atro cuerpo también es
redondo v contiene un cuerpo central pequeifo gue se tine con Ag v
contiene fibrilarina. La técnica de hibridacidn molecular in
situ , utilizando vun fragmento de DMA clonado, demostrd gue el
cuerpo denso que contiene fibrilarina v RMA pol I, tambien
contiene al rDNA.

Por lo anterior se concluye gue la act D separa la maguinaria
de transcripcidn nucleolar, la cual consiste de rDNA v proteinas
asociadas, del resto de los componentes nucleplares. Como las
celulas PtKz tienen sdlo un NOR cromosdmico, &1 cuerpo denso de
celulas tratadas con la droga puede ser una estructura
interfasica de tipo NOR.

3) Para determinar si la mayoria de los genes cuvo producto de
transcripcidn es nucleolar, se localizan en un mismo
compartimiento celular, se ha examinado la distribucidn de los
genes para los U3snRMA v rRMA S5, por medio de hibridacidn
molecular 7n srétu sobre celulas interfasicas, usando fragmentos
biotinados de DMAs clonados.

El uso de un fragmento de DMA #inf I, gque incluilia las regiones
"upstream”, codificante v "downstream” del gene humano U3snRNA,
mostrd la seral de hibridacidn en asociacidn con los nucléolos,
en ceélulas HelLa ¥y PtKz., La digestidn previa con DNasa, pero no
con RNasa, elimind la marca.

Debido a que el fragmento #i/n¥ 1 puede hibridizar
potencialmente con el U3snRMA, asi como con su DNA, se construvd
una sonda que inclulia la regién flangueadora "upstream" que sélo
podria hibridizar con =1 DMA. Esta sonda sdlo produjo seral en
nucleolos interfasicos v se elimind con DhMasa pero no con Riasa.

Finalmente, se construvyd una sonda biotinada de U3snRNA v la
marca se encontrd en el nucléolo.

Los resultados sugieren que, a nivel de microscopia de luz,
los genes para =1 U3snRNA estan asociados estrechaments con el
nucléolo interfasico. La hibridacidn /» sir/éu en nucleolos
aislados, confirmaron lo antedicho.

Se obtuvieron resultados similares con una sonda nue detectabs



los genes para &1 55 rRMA. La sonda incluia la regidn
codificante,

Quizd es una caracteristica comin que los genes esenciales
para la funcidn nucleolar estén yuxtapuestos en regiones del
nucleoplasma muy cercanas al nucléolo. No se conobce si estos
genes estan dentro, rodeando o solo asociados con el nucleéolo.

Se concluye que los PNBs no contienen rDMA, que de los
elementos nucleolares sdlo la RNA pol I v &1 rDNA se mantienen
asociados en estados de inactividad nucleolar total v que el
gene U3snRMA est3 ascociado con €l nucléolo. Los resultados
sugieren gue la reconstrucciédn nucleolar ocurre a partir de
los "NMOR-PNEs", gque la diferencia entre el nimero de MNORs vy
centros fibrilares (FCs) en una misma especie se debe a gque na
todos los Fcs contienen rDNA , y gue puede haber una
coexistencia espacial de elementos genéticos cuvyo producte de
transcripcidn es nucleoclar.




ANntecedentes

Descubrimiento del nucléola.

John R. Baker ha sugerido que gquiza fue M.D. Roffredi en 172725
guien primero publicd ilustraciones del nucléolo, pues este autor
senald la presencia de "manchas” dentro de algunos de los niicleos
de los ovocitos de Rhabditis (4,5) (el término nicleo, sin
embargo, nao fué introducido en la terminologia celular hasta 1831
por Robert Brown (15), aunque Leuwenhoek [sic]1 si los observd
desde 1770 (8&)).

A pesar de lo anterior, generalmente se atribuve a Felice
Fontana &l descubrimiento del nucléolo en 1781, al estudiar los
nicleos de las células epiteliales de recubrimiento de la pared
corporal de las anquilas (4). El describid al nucléolo como
c.."un carps oviforme, pourvu dune tache en son wmilreu... ("un
cuerpo oviforme (el nlcleol, con una mancha [el nucleéolol en su
centro...") (50) (Figura {.).
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Figura l. Primera ilustracidn del nucléolo,debida a Fe-
lice Fontana en 1781. El nucléolo es la mancha oscura
mds interna en a; corresponde a una célula epidérmica
de anguila; ¢ es un eritrocito también de anguila (toma
do de Schwarzacher y Wachtler, 1983).

La presencia del nucléolo en los nicleos de las cé&lulas se fue
haciendo una observacibon comin durante los afos que siguieron a
17?75. Se asignaron varios nombres al nucléolo. E! término
nucleéolo (diminutivo de nlcleo, del latin nucléus, nux, que
significa nuez, almendra o médula), fué introducido por Valentin
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desde 1834 (104). Posteriormente, Schleiden y Schwann en 1838 le
llamaron "Kernchen" vy "Kernkorperchen" respectivamente (1068),
aungue esos nombres no perduraron.

FPrimeras observaciones sobre la estructura, composicidn vy
compartamiento del nucléolo en el ciclo celular.

Fenbmenos tales como la "desaparicidn” del nucléolo en células
eh divisidn, fueron observados por primera en vez en 1849 por
De Quatrefage en células meidticas del gusano 7eredo (36).

Levdig en 1852 describidd a su vez las "vacuolas" dentro del
nucléolo de dvulos de Synapta digitata, iniciando las
decripciones detalladas del organelo (106).

A cuando sus reportes eran dispersos y escasos, el nucléolo
fud reconocido como una estructura celular regular dentro del
ndcleo, mucho antes de gque Montgomsry en 1898 hiciera la primera
gran revisidn del tema (108),

En su revisidn, Montgomery recopila informacidn sobre la
descripcidn cualitativa v cuantitativa de nucléolos en una gran
cantidad de especies animales v vegetales. Menciona gue para
entonces, se& hablian descrito movimientos nucleolares y variaciones
de tamafo durante el ciclo celular. Tambieén se habian hecho
descripciones detalladas de la desaparicidn del nucléolo, como la
que realizd Hertwig en 1878, donde sefala que el nucléolo se
disgrega en componentes largos v delgados y en componentes
granulares durante la profase de Aséeracanthiun. Por otro lado,
Flemming habia postulado en 1882 que el nuctléolo no estaba
rodeado por una membrana. El habia supuesto que las vacuolas del
nucléolo estaban llenas con algdn liguido y demostrado que la
sustancia nucleolar era diferente de la de la cromatina. por su
parte, Fol en 1883 describid en Ciona intestinzlis un nucléolo
grande v muy refractivo, con un gran nimero de vacuolas y cuya
sustancia deberlia ser guimicamente heterogénea, puesto gue se
terfa desigualmente con los colorantes utilizados.

P+itzer en 1883 describid la asociacidn de sustancias
nucleolares con los cromosomas durante la mitosis. En un intento
por caracterizar esas sustancias, Hertwig en 1884 realizd
tinciones gue le permitieron afirmar gque el nucléolo en reposo
consistia de una nucleina intensamente tedible v una paranucleina
tenue, cuando se usaban colorantes para ndcleos.

Rabl realizd observaciones en 1885, gue indicaban que en la
profase, el nucléolo se desvanece gradualmente vy toma parte en la
produccion de las hebras de cromatina. McMallum en 1895 también
describiéd la asociacidn de restos nucleolares con los filamentos
cromosdmicos. Dos ados despuds, Carnoy vy Lebrun observaron gue
los nucléolos se desarrollaban de esas mismas hebras cromatinicas
Yy Que ocasionalmente los nucléolos se fusionaban.

En 1887, Schuwarz estudid la citoquimica de las plantas v
establecid que 1 nicleo constaba de cromatina, pirenina
(sustancia nuclealar), anfipirenina (sustancia de la membrana
celular), linina ( fibras acromdticas) v paranilina {(jugo



nuclear).

Las investigaciones anteriores permitieron a Mann en 1892,
proponer que el nucléolo estaria compuesto de 1) una membrana
delgada destenida, 2) numerosos endonucléolos periféricos, 3) una
capa sin estructura, 4) una corona de endonucleolos v 5) un
endonucléolo grande v central.

Esta primera etapa de investigacidn del nucleolo se
caracterizéd principalmente por la descripcin de su morfologia v
de su comportamiento durante la divisidn celular.

Establecimiento de la relacian del nucléplo con los cromosomas.

Los estudios posteriores se centraron en la relacidn del
nucléolo con los cromosomas. Como ya se menciond, varios autores
habian sefalado la asociacidn de residups del nucléolo con
filamentos de cromatina durante la divisidn de la célula. Sin
embargo, De Mol fué guien primero observd, en 1927, que habia
correlacidn entre el nimero mdximo de nucléolos y el nimero de
complementos monoploides en la planta Hyvacinthus orientalis.
Sugirid también que deberia de haber una relacidn numérica entre
las constricciones secundarias vy los nucléolos y, aungue encontro
esa relacidn, no le did importancia (citado en 99).

La demostracidn de que los nucléolos son productos de la
actividad genética, es decir, se forman por la actividad de
regiones cromosdmicas precisas, ocurrid poco después.

Emil Heitz en 1930 (47), trabajando con células vegetales v
utilizando la reaccidn de Feulgen para DNA, sefald gue el
nucléplo se originaba durante la telofase, a partir de los
pediinculos (constricciones secundarias) de los cromosamas
satélites. El ndmero v tamafo del nucléolo, dependia del nimero de
cromosomas satélites. Como las constricciones secundarias no se
teXlan con la rzaccidn de Feulgen, &1 1lamd cromosomas-SAT (sine
acido thymonucleinico) a agquellos cromosomas con satélites. En su
articulo original escribid, “Die Nukleolen entstehen unter halbd
des Trabanten am <(am, nicht aus!}? Trabantenchromosom...” ("los
nucléolos se forman por debajo de los satélites, en (v no a
partir de) los cromosomas con saté&lites) v que "...Die £ntste
hung des Nukleolus am achromatischen Stick des SAT-Chromosoms
konnte ber Vicia faba mit Hilfe der Nuklealirezkiion...”

("...la faoarmacibdn de los nucléolos en la pieza acromatica de los
cromosomas-SAT pudo ser mostrada directamente en Vicria faba por
medio de la reaccidn nuclear (Feulgen)...").

En 1934, el estudio de las microsporas de Zsz wavs en profase
meidtica, llevd a Barbara McClintock al descubrimiento de que no
es a partir de las constricciones secundarias gue el nucléolo se
forma en telofase, sino a partir de un cuerpo advacente al que
ella denomind como cuerpo organizador del nucleplo:! “...r1¢ 1s the
purpose of this paper to indicate that the nucleclus originates
nat ¥fram the stalk or the secondary constrictian but Ffram an
organized bhody in the chromosome directly adjacent to the stalk
of the satellite”. Observd que en maiz, €l cromosoma & era el




portador de ese cuerpo (99).

En esta misma época, McCarty y Haumeder realizaron estudios en
los que encontraron correlacidn entre el tamafo del nucléolo vy
estados patoldgicos asociados al cancer, es decir, a estados de
proliferacién celular anormal. En 1934, observaron que el
rnucléolo de células tumorales era de mucho mayor tamado que el de
células normales y postularon su participacidn en la funcidn
proliferativa (98). Actualmente se conoce gque &l volumen
nucleolar es indicador de actividad celularj el volumen nucleolar
total es el parametro morfoldgico relacionado con la actividad
transcripcional del nucléolo (sintesis de pre-rRNA, como se verd
mas adelante) (163a).

Caracterizacién citoguimica y estructural del nucléolo.

El papel preciso del nucléolo en el crecimiento celular fueé
comprendiéndose cuando se empezaron a caracterizar sus
componentes quimicos. En 1940, Caspersson y Schultz (22) usaron
técnicas espectrofotométricas y concluyeron gue, tanto el
nucléolo como el citoplasma, eran ricos en RNA. El1 mismo ado,
Brachet utilizd digestiones con RNasa sobre ovocitos de anfibio vy
sefald que, &n células con gran actividad de sintesis de
proteinas, el nucléolo v el citoplasma eran ricos en RNA. La
enzima eliminaba esos componentes, por lo cual no se tedlan
paosteriormente (11,12). Para 1950, Caspersson establecid que hay
una relaciédn directa entre el tamafo del nucléolo vy los niveles
de sintesis de RNA y proteinas (23). Y en 1954, Lettreé y Siebs
pudieron detectar fibras de DNA dentro del nucléolo, utilizando
la técnica de Feulgen (citado en 21).

Otros autores, desde tiempo antes, describian con el
micraoscopio de luz los elementos estructurales del nucléolo. En
1899, Ruzicka encuentra cuerpos intranucleares tefidos densamente
con plata cuando cambinaba la tincién con azul de toluidina e
impregnacién argéntica sucesivamente (citado en 88). Mis tarde,
el desarrollo de la técnica argéntica en neurohistologia,
posibilitéd también e)l estudio del nucléolo. Segin Schwarzacher
(145), Cajal hizo descripciones detalladas de los nucléolos de
celulas nerviosas en 1903 y 1910. Cajal observd, sedala, que en
el nucléolo habia grdnulos intensamente tefidos, espacios sin
tefir vy a veces, una red de material positivo a la plata.

Hasta 1951 fué cuando los investigadores uruguayos Estable vy
Sotelo (47), utilizando una técnica argéntica en varios tipos
celulares, describen una estructura en forma de hilo dentro de
los nucléolos interftdsicos. Ellos 1lamaron nucleolonema a esa
estructura v la describieron asociada a los cromosomas durante la
mitosise, v reagrupada en los organizadores nucleolares en la
telofase. Estable vy Sotelo concluyeron en su trabajo que ”“...
tado nucléalo verdadero (Feulgen negativo) estk compuesto de dos
partes, una de estructura microscbpicanente perceptible vy la atra
hamogénea, halladndose aquella en la interfase celular incluida
en esta. La primera es siempre la wmas importante vy por tratarse
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de una esitructura filansntosa, la designamas nuclealanema o
carilionema; & la segqunda 1a !l:mamos pars amorfta “.

En 1955, Vincent realizd la sequnda gran revision
bibliografica sobre el nucléolo, en la que resume la informacidn
obtenida en la primera mitad del sigla ¥ (164),

Hasta entonces, se habia establecido la constancia del nucléolo
en los nicleos de las células, su comportamiento ciclico de
"desaparicion" v "reaparicidn” durante la mitosis v sus
variaciones en tamaro v caracteristicas tintdreas. El uso de la
histoquimica habla permitido reconocer la presencia de &cidos
nucleicos, protelnas (algunas enzimas), lipidos v minerales en el
nucléolo. Se sabia que el nucléolo se hipertrofia en células con
actividad anabblica v se reduce en células en actividad
catabdlica. También se habia sugerido que, debido a gue el
nucléolo contiene compuestos cuva distribucidn es
predominantemente citoplasmica, deberia estar relacionado
funcionalmente con las actividades del citoplasma. Asi, el
nucléolo se consideraba como parte importante en la actividad
sintética de la célula.

Debido por un lado a la distribucidn citopl2smica v nucleolar
del RNA, v por otro a la semejanza de esta molécula con el DHNA,
se pensd que =1 nucléolo podria actuar de alguna manera como
mediador entre la actividad genética del nicleo v la expresidn de
esa actividad en'el citoplasma.

Estudios ultraestructurales del nucléolo.

El primer estudio ultraestructural del nucléolo se debe a
Borvsko v Bang en 1951 (7). Aunque va hablan sido publicados
trabajos con el microscopio electronico en donde se sedala la
presencia de micléolo en &) wmicleo, estos autores fueron los
primeros en seralar una estructura filamentosa, inmersa en una
matriz homogénea v amorfa del nucléolo. En 1952, Bernhard v col.
corroboraron ese tipo de filamentos en &l interior del hucléolo
(4). Ya para 19463 se conocla que el nucléolo estaba constituido
por dos estructuras diferentes, es decir, los elementos
fibrilares de 80 a 100 A de espesor y los granulos de entre 150
200 A d= diametro. En este aro, Marinozzi v Bernhard, usando
digestiones enzimaticas en cortes ultradelgados para microscopia
electronica, demostraron gue ambos componentes nucleolares son de
naturaleza ribonucleoproteica (26). El mismo aro, flarinozzi
describe gue los granas v fibras ricos en RMA &stan inmersos en
una matriz proteica (95). Porter en 1954 habia seralado la
similitud entre los entonces llamados "9ranulos de Falade"
(ribosomas) v un componente granular del nuclé&olo, en lo que se
refiere a su tamarno v composicién (102). Posteriormente, Gall v
Swiftt encontraron lo mismo (102,1&0).

El desarrollo de la técnica autorradiografica para
microscopia electronica, después de pulsos cortos con RNA
marcado con tritio, llevo a lLa Cous Crawley en 1964, a
establecer que en meristemos radicales, la sintesis inicial de
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RNA en el nucléolo ocurria en la reqidn fibrilar, concretamente

en el nucleolorema (82). En 1965, Granboulan vy Granboulan
encontraron que la incorporacidn de RNA marcado ocurria primero
en la zona fibrilar del nucléplp vy que después migraba a la
relidn granular (59).

En 1949 se describe otro componente estructural del nucléplo.
Recher v col. encontraron unos espacios de bajo contraste
electrdnico, formado por una red laxa de fibrillas con un

diametro de 40 a 80 A. Esos espacios fueron llamados centros
fibrilares (FCs) (130).

Composicié@n molecular del nucléplo y su relacidn con la
biogknesis del ribosoma

El desarrollo de técnicas bioguimicas vy moleculares
permitieron sstablecer una correlacién entre la estructura, la

composicieon y la funci®p de los elementos nucleolares.

La primera indicacidn realmente valida de gue el nucléolo
estaba involucrado en la produccibn del RMA estable de los
ribosomas ocurrid en 1959. Woods vy Taylor usaron autorradiografia
con ®H-citidina y observaron gue la marca aparecia primero en el
RNA nucleolar y después en el rRNA del citoplasma. Es decir,
habia una migracidn del rRNA del nucléolo al citoplasma (citado
en 102).

Perry y col. en 1960 v 1961 (123, citado en 125) aportaron pruebas
mas certeras sobre este problema. Utilizando irradiacidn con un
microrayo de luz ultravioleta sobre el nucléolo de células Hela,
observaron que no se producian casi dos terceras partes del rRNA
citoplasmico. Edstréom y col. en 19461 acumularon mas pruebas sobre
el origen nucleolar del rRNA (42). Usaron técnicas de
microdiseccién y de microelectroforesis y mostraron que la
composicibn de bases nitrogenadas del RNA nucleolar era la misma
que la del RNA citoplasmico, pero era diferente de otros RNAs, es
decir, era rRNA.

Por otro lado, Birnstiel v col. en 1264, demostraron que la
secuencia de aminodcidos de las proteinas nucleolares era similar
a la de algunas proteinas del ribosoma (citado en 102).

Por esa época también se establecid la existencia de un
precursor molecular del rRNA, mds largo que los rRNAs 185 vy 28S,
¥y la existencia de redundancia de los genes que los ariginaban,
as{ como su localizacidn en los NORs.

Perry en 1942 fue quien aportd evidencias de la existencia de
un precursor a partir del cual se originaban los rRNAs 185 y 28§5.
Mediante autorradiografia v estudios de sedimentacidn en células
tratadas con actinomicina D, encontrd que una parte del RNA
nucleolar de marcado rapido, sedimentaba antes gue los rRNAs
citopl3smicos wmis pesados (124).

Fosteriormente, Scheerer vy col. reportaron la presencia de una
molécula larga, precursora del rRNA (pre-rRNA) en células HelLa.
Este precursor sedimentaba en 455 v producia derivados de 356
rRNAs (143).
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Weinberg v col. en 19467, usando geles de electroforesis,
detallaron el proceso de conversion del pre-rRNA 455 en los rRNAs
185 v. 285 en nucléplos aislados (102). Esto se debid en gran parte
al desarrollo de una técnica estandar y rutinaria para el
aislamiento de los nucleolos en 1963 (110), con la cual Busch v
col. iniciaron unha nueva etapa en la investigacidn nucleolar, que
abarca el anadlisis molecular de este organelo.

Por otro lado, Granboulan y Scheerer en 1269 lograron
finalmente observar las moléculas precursoras y derivadas del
pre-rRMA, por medio de microscopla electrdnica, estableciendo que
en el procesamiento ocurren cambios de longitud de la cadena de
RNA (102).

Otros estudios mostraron posteriormente la redundancia del
gene para los rRNAs 185 y 28S5. A través de experimentos de
hibridacién, Chipchase v Rirnstiel en 1943, establecieron que del
total del DNA celular, aproximadamente &1 0.3% era rDNA (102).
McConkey v Hopkins en 1944 encontraron que en células Hela se
presentaban 400 copias del gesne para el rRMA 285 vy que estas
secuencias eran abundantes en fracciones nucleolares (100,137).

Brown v Gurdon hablan va establecido en 1964, que los
embrionea mutantes anuclenlados de Xenopus [zevis no producian
ningin tipo de rRNA pero si mRNA (14), Rittosa v col. v BRirnstiel
v caol. en 1966 encontarron ademis una correlacién grande entre el
nimero de NORs + las secnencias de rDMA, por medio de
experimentos de hibridacion (137,8).

Tambi&n en 1946, Birnstiel v col. lograron aislar el DNA puro
que producia los rRMA 185 vy 285, a través de gradientes de
densidad (8). Brown v Weber v Birnstiel y col. en 1948 (14,9),
utilizando fragmentos de rDNA de diferentes pesos moleculares,
colocxndolos con rRMAs 185 v 285 v determinando la hibridacidn
de las moléculas, demostraron que las secuencias de esos rRMAs se
unian a un DNA de cierta longitndi cuando usaban fragmentos muy
cortos, no se unlan, pero a cierto tamafo, ambas moléculas si
formaban hibridos con &1 DMA. Esto llevd a la conclusidn de aque
los dos segmentos genéticos estaban colocados alternadamente v
que el producto de ambos estaba contenido en el precursor 458
pre-rRMA.

Un aro antes, Knight v Darnsll encontraron gue en la sSubunidad
grande del ribosoma, se encontraba una molécula de rRHA de 55,
unida por puentes de hidrdgerio a la molécula del 285 rRMA (80).
Pero Brown v Weber en 1968 demostraron que &1 gene para el 55
rRNA no estaba unido al rDNA en Xenopus (16).

Pardue y col. en 1973, hatbtlan demostrado laz presencia de esos
genes, cuvo humero de copias es de casi 20 000, en los teldmeros
de los brazos largos de casi todos los cromosomas de Xenopus, por
medio de hibridacion i»n sit«¢ (121). FPor otro lado, Prensky v
col. en 1973 v Cockburn » col. en 1276, encontraran que en
Dictyvostelium y Saccharonyessn, esos genes se localizaban en el
espaciador de l1a molécula del rDMA (citado en 102).

A pesar de que 1a cantidad de rRMA 55 estid en proporcidn 1:1
con el rRMA 285 en el ribosoma, s& ha encontrado gue su sintesis
no estx coordinada (citado en 102).



lLa visualizacibn de los genes ribosédmicos con el microscopio
electrbnico fué posible gracias a la técnica de extendidos
moleculares ideada por Miller y Beatty en 1969 (101). Ellos
encontraron que el componente exterior del nucléolo era de
naturaleza granular v gque el interior, al ser extendido, estaba
formado por hebras de DMA altamente repetitivo, con zonas de
actividad grande, en donde cada unidad repetida estaba separada
de los genes advacentes por un segmento espaciador inactivo de
longitud variable. Adosadds a la hebra activa, se encontraban

hebras de RNA formando un gradiente de longitudes gue le conferia

el aspecto de un "arbol de Mavidad". Las hebras de DNA activas
estaban a su vez cubiertas por hileras de RERMA polimerasa.

La arquitectura molecular del gene rDNA comenzd a2 describirse
como wha serie de unidades repetitivas, en hilera, las cuales
consistian de un gene para rRNA v un espaciador no transcrito
(NTS). Cada gens de rDNA consistia de 3 regqiones transcriptibles:
la de los rRMNAs 183, 285 vy 5.88. Este altimo rRNA habia sido
descubierto por Fene v col. sn 1968, en unidn con =1 rRMA 285
(62). Speirs y Birnstiel en 1974, determinaron que el gene para
5.85 se localizaba entre los segmentos génicos cuya secuencia
contenia codificada la informacidn para la produccidn de los
rRNAs 185 y 285 (153). Busch y Rothblum en 1982 v Hadjiolov en

1985, realizaron una amplia revisidn bibliografica del tema rDNA,

en donde detallan el conocimientno molecular fino del genhe y su
relacidn con la biogénesis del ribosoma en eucariontes (20,61).
Los resultados de las investigaciones nucleolares mencionadas
hazta &1 afo de 1970, habian sido detalladas por Harris Busch vy
Karel Smetana en la tercera y mis amplia revision del tema hasta
ese momento (21). Esta monografla extensa constituye actualmente
un escrito clasico dentro de la investigacion del nuclénlo.
Hasta entonces, se habla establecido va gue el nucléolo es el
sitio de mavor produccidn de RNA en la célula (del 80 ai P0%) vy
que en &1 se dan los procesos basicos de la formacidn del
ribosoma; que el nimero de NORs es caracteristico de cada
especie; gue debido a su diferencia worf{oldgica entre células
cancerosas ¥y normales, pudiera ser responsable de la produccién
de elementos anormales gque afectan la respuesta de las células a
estimulos externos e internos. También se habian localizado

actividades enzimaticas como la MAD sintetasa v la RNA polimerasa

en el nucléolo. Ultraestructuralmente se conocian los elementos
del nucléplo y, desde &1 punto de vista molecular, se conocia la
composicidn principal de este organelo.

De 1970 a 12 fecha, &l avance sigue siendo paralelo entre la
morfologia v la composicidn molecular del nucléolo, pero a mayor
velocidad con respecto a periodos previos debido al uso de
técnicas modernas de inmunolocalizacidn ultraestructural,
autorradiografia ultraestructural de alta resolucidn, genética
molecular vy biogquimica de Acidos nucleicos y proteinas.

Existen varias revisiones bibliogridficas actuales sobre el
nucléolo, tanto de tipo ultraestructural (21,48,54,55,57,77,102,
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150) como molecular (17,20,21,61,77,102,125), que permiten tener el

panorama reciente sobre el tema descrito en la siguiente seccidn
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que se pretende resumir en la Figura 2. Ademas, la
investigacidn nucleolar actual cuenta con un foro de discusion
internacional a través del European Nucle(ol)ar Workshop, que se
celebra en un pals europeo cada 2 afos y que, la mavoria de las

el tema, elaborada por especialistas.

Estado actual.

El nucléolo puede ser considerado el componente
ribonucleoproteico (RNP) mas complejo vy altamente ordenando en
eucariontes. Sus constituyentes moleculares estan distribuidos en
dominios uvltraestructurales bien definidos, en tal forma que
llevan a cabo secuencialmente los eventos de sintesis vy
procesamienta del pre-rRNA v el ensamblaje de particulas
prerribosémicas (21, &61). Morfoldgicamente, el nucléolo estd
compuesto de los centros fibrilares (FCs), la regibn fibrilar
densa (DFR) v la reqibn granular (G) (55). Los FCs son regiones
transparentes a los electrones cuando se observan con las
técnicas habituales para microscopia electrédnica, que contienen
fibras de aproximadamente 50 A de espesor, como los organizadores
nucleolares (NORs) (74,104). Contienen los genes

ribosémicos (rDMNA 185, 5.8S, 285) (1), RNA polimerasa I (97,142),
las proteinas 'del organizador nucleolar tefidas con plata
(proteinas Ag-NOR) (10,48,57,69,70,151), asi como las proteinas
nuclealares principales fibrilarina (114), v la fosfopratelna C23
(45,151), vy representan quizid el sitio donde ocurre la
transcripcién muy temprana del pre-rRNA (182). La DFR esta
compuesta de fibras muy abundantes de 40 a 80 A de espesor.
También contiene proteinas Ag-NOR (48,69,151), fibrilarina (114)

v las fosfoproteinas €23 (45,151) v B23 (i51) v pueden ser el sitio

donde tiene lugar laactividad transcripcional mas abundante v el
procesamiento temprano del pre-rRMA (61,120). La G es una zona

de granulos de 150 a 200 A de didmetro. Es abundante en la
fosfoproteina B23 (151) vy productos intermedios del procesamiento
del precursor pre-rRNAj representa el sitio de procesamiento mas
tardio, maduraciodn vy almacenamiento de prerribosomas (69). La
regibn fibrogranular (F) o nucleolonema, es una zona donde se
mezclan las fibras de 40 a 80 A de espesor vy 200 a 400 A de
longitud, con los granulos de 150 a 200 A de diametro. Su
distribucion es similar a la de la proteina tibrilarina en
células PtKa ( 114). La cromatina perinucleolar (PNC) no es un
constituvyente nucleolar propiamente dicho. Es una cubierta de
cromatina gue rodea al nucleéolo vy gue ocasionalmente penetra en
tste, a través de fibras delgadas que qQuizd tienen conexidn con
los centros fibrilares (55). Se podrlia considerar como un tipo
especial de cromatina en donde se localizan los 3snes que
intervienen en el funcionamiento nucleolar.
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Proteinas nucleplares no histénicas.

De acuerdo con Busch, en €l nucléolo hay mids de 400 proteinas
(19). Gracias al descubrimiento de una técnica para el
aislamiento de nucléplos (110), Orrick y col. pudieron f¥raccionar
este componente nuclear y analizar sus proteinas por medio de
geles bidimensionales (119). Encontraron gue en células de higado
normal de rata y en células del hepatoma de Novikoff, el nucléolo
contenia 47 proteinas. Dividieron el gel bidimensional en tres
regiones (A,B,C) y los compornentes de cada zona fueron numerados
en orden decreciente de movilidad en las dos dimensiones.

Posteriormente, Olson y col. determinaron el grado de
tosforilacidn de las proteinas nucleoclares y encontraron gque de
todas ellas, las proteinas ndmero 23 de las regiones B y C eran
abundantes vy estaban fosforiladas (115). Por é&sto, y considerando
que la fosforilacibn y desfostorilacidn se han postulado como
mecanismos de regulacién de la expresidn genética (30), Busch y
cal. las aislaron y caracterizaron bioquimicamente (17). Otras
proteinas han sido estudiadas con base en otros criterios, e.g.,
abundancia, ser mol&culas antigénicas en ciertas enfermedades
autoinmunes o ser indicadores cuantitativos de estados
patoldgicos como el cancer. Asimismo otras proteinas estan siendo
encontradas como componentes esenciales del NOR, por ejemplo la
denominada fosfoproteina ppi35 (128).

RNA polimerasa I.

La RNA polimerasa I es un complejo enzimdtico que transcribe
los genes &n cuya secuencia se encuentra codificada la
informacidn para la produccidn de las nolécqlas precursoras de
pre-rRNA (134). Consta de 8 subunidades polipeptidicas
denominadas S1 a §8; con pesos moleculares que van de 17.5 a 190
kDa. |l as subunidades S4 y S5 tienen actividad de cinasa (138).
Cada una posee un sitio de unién para ATP (138). Recientemente se
ha estudiado la localizacibn de esta enzima en células
interflsicas y mitdticas (97,142). Scheer y Rose utilizaron un
antisuero contra la RNA polimerasa I de un conejo inmunizado con
la enzima purificada. Con inmunolocalizacidn ellos encontraron
que la enzima se encuentra presente en los FCs interflsicos y en
los NOR metafisicos. Estos resultados son notables en el
sentido de que la transcripcibn se postula gue ocurre en la DFR
del nucléolo. Varios argumentos se pueden discutir. Uno de ellos
seria el de que la enzima usada para inmunizar reconoce un estado
inactivo de la enzima y por eso no reconoce la DFR. Otro es que
estos resultados estdn de acuerdo con los encontrados
recientemente sobre la transcripcifn inicial en las FCs (16&2).
Actualmente no se puede precisar la causa de los resultados
contradictorios debidos a la autorradiografia e inmunomicroscopia
electrbnica. g




€23,

lLa fosfoproteina dcida C23, nurleolina o proteina de 100 kDa,
es la proteina wmds abundante en el nucléolo de células en
crecimiento expanencial (76,117). En células de hepatoma de
Movikoff alcanza el 9.5% del total de proteinas de este organelo
(25). En células normales su proporcidn s=e incrementa
proparcionalmente con la actividad de transcripcién nucleolar
(25). Durante 1l mitosis se asocia a los MOR ¥y a las superficies
cromosdmicas, de donde se condensa en PMBs y se fusiona con el
NOR en telofase (53,112). Se localiza en los NMOR de cromosomas
metafbsicos v en el nucléoleo interfdsico estd asociada a los FCs
y a la DFR (45,151). Es una de las proteinas Ag-NOR.

La protelina C23 tiene un peso molecular de 103 kDa y es de
naturaleza acida (punto isoeléctrico, p.1.=5.2) (58). Es
altamente fosforilada (1.2 moles de fasfoserina/mol de C23) (23)
y metilada (1.3 moles de dimetilarginina [DMAJ/mol de C23)
(GFS) .

La proteina se une a secuencias de rDNA de hebra sencilla, en
algin lugar entre el sitio de inicio de la transcripcidn vy S00
nucledtidos por detras de ese sitio, en el espaciador no
transcrito (NTS), en regiones ricas en dAdT (118). También se une
a secusncias de pre-rRNA recién sintetizado (72).

El genes para esta proteina fué clonado recientemente (83,78).
El producto consta de 713 aminodcidos (aa) gque pueden dividirse
en tres regiones que le confieren capacidad multifuncional. La
primera regidn de aa contiene & secuencias con residuos no
polares, seguidas de hileras de aa acidos. Esta zona es similar a
la de la proteina HMG 14 vy podria interaccionar con la cromatina
a través de las histonas, posiblemente en la regidn del NTS. La
segunda zona, cerca del extremo carboxilo terminal, contiens
glicina en abundancia y residuos de arginina dimetilados (MN®, Ne-
dimetilarginina). Esta regibn de la molécula es extendida y es
similar a regiones de las proteinas de los "splicesomes", por lo
que se propone que juega un papel importante en la interaccibn
con el RMA. La tercera zona se shcuentra en la parte central de
la molécula v contiene segmentos alternos de residuos
hidrofllicos e hidrofdbicos.

La proteina es fosforilada por una proteina cinasa nucleolar
de tipo NII (25). En 21 nicleo celular las protelnas nucleares
son fosforiladas por protelnas cinasas independientes de cAHMP.
Hav dos clases, la NI v la NII, gque usan caseina como sustrato.
Las protsinas HMG 14, topoisomerasas I y IT y una subunidad de la
RNA polimerasa I son fosforiladas por la cinasa tipo II. La
fosforilacidn ocurre en las serinas cerca del extremo amino
terminal, que es rico en wx-h&lice. los sitios de fosforilacidn
son dos regiones muy acidas; una regidn ocupa los residuos 21 a
42 v la otra los residunos 180 = 221.

Las proteinas nucleolares topoisomerasa I, RNA polimerasa I v
C23 permanecen asociadas con el rDNA en la mitasis.

La proteina C28 se ha observado gue puede inhibir la
transcripcibn de rDNA si se desfosforila, pero durante la
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transcripcidn estd fosforilada pero se degrada durante el proceso
(25,76).

Estas caracteristicas sugieren gue la C23 puede intervenir en
la regulacidn de la conformacidn de la cromatina nucleolar,
participar en la especificidad de la RNA polimerasa I, controlar
la formacidn de estructura secundaria de los transcritos
tempranos de rRMA vy mantener inactivo el aparato de

&

transcripcién, hasta que es desfosforilada y fragmentada (23).

B23.

La fosfoproteina acida B22 es una de las proteinas nucleolares
mas abundantes. Tiene un peso molecular de 37 kDa v un punto
isoeléctrico de 5.1 (30). Se localiza en la reqgidn aranular del
nucléolo en interfase (151). En mitosis, la proteina B23 se
distribuye hacia &l nucleoplasma en profase vy se asocia con la
superficie de los cromosomas en metafase v anafase; en telofase
aparece en los PNBs v se distribuye posteriormente en el nucléolo
en formacxan (112).

Su localizacibn en la regidn granular del nucléolo, sugiere
que puede estar involucrada en la sintesis y procesamiento del
ribosoma (151). Por otro lado, en cé&lulas tratadas con
actinomicina D o.sus andlogos, la proteina B23 transloca hacia el
nucleoplasma, sugiriendo que estd involucrada en algin evento
postranscripcional de la molécula del pre-rRMNA (16%9). Asimiswo,
en cé&lulas a las que se les ha suprimido el medio nutritive vy se -
les ha administrado posteriormente, se observa que la proteina
B23 transloca al nucleoplasma (29).

Los sitios de fosforilacidn de )la proteina B23 son similares a
los de la proteina €23, es decir, la fostoserina est<s flanqgueada
por residuos de aa acidos (30).

La molécula presenta 3 formas qufmxcamente distintas,
denominadas «, B v n (30). Las 3 parecen ser fosforiladas aungue
parece que corresponden a productos de degradacidn de una misma
especie molecular (29). Actualmente se trabaja en la clonacién
del gene cuya secuencia contiene la informacibn para la
produccidn de esta proteina.

Fibrilarina.

"Recientemente, usando autoanticuerpos humanos de pacientes con
la enfermedad autoinmune de escleraderma, Ochs y col. (114)
identificaron una nueva proteina en el nucléolo (34 kDa y pl 8.5)
que fué llamada fibrilarina debido a su localizacion tanto en los
FCs como en la DFR de nucléolos cuando se estudid por medio de
inmunomicroscopia electrdnica. En experimentos de digestidn con
hucleasas In s/tu, se demostrd gue mientras que el tratamiento
con la RNasa sola elimina parcialmente a la fibrilarina del
nucléolo, el tratamiento cown DMasa la elimina por completo. los
datos de localizacibn v diaestiones =ugirieron que la fibrilarina
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se asocia con =1 DMA nucleolar y quizd con el pre-rRNA recién
transcrito en la DFR. ‘

Tamkién se observd una asociac.on entre la fibrilarina v el
nivel de sintesis de rRMA. En los nucléolos hipoactivos de
linfocitos periféricos, se observd una tincidn ligera para
fibrilarina. Sin embargo, nucléolos activos como los de
ceélulas HelLa v PtKz, contenian mucho més fibrilarina (116).

lLischwe v col. en 1985 (90). aislaron y purificaraon la
fibrilarina vy mostraron gue su composicidn de aminoacidos era muy
especial pues contenia 23 moles de glicina y 4 moles de DMA/mol
de fibrilarina. Ademds, la antifibrilarina podia inmunoprecipitar
especificamente las particulas U3snRNP. La composicidn de la
fibrilarina, su peso molecular de 349 kDa y su pI de 8.5 la hacen
similar a la proteina que se une a los hnRNAs (114); especialmente
es similar a 1a Az (114), Christensen también produjo un
anticuerpo contra una proteina de 34kDa en Physarur y encontrod
que se localizaba en el nucléplo y en las regiones activas de
cromosomas politénicos (33).

Por otro lado, la fibrilarina es similar a la protelna
desestabilizadora de la hélice, recientemente descrita (114);
ésta tiene la capacidad de unir RNA o DNA de hebra sencilla y de
formar partlculas cuando se une a acidos nucleicos extendidos.

La fibrilarina, que se localiza especlficamente en el
nucléolo, se relaciona con otras proteinas de 30 a 40 kDa, en el
sentido de que tisnen un alto contenido de glicina, un pl basico,
un alto contenido de DMA y tienen la capacidad de unir RNA y/o
RNA (114). Por eésto, la fibrilarina podria cumplir las funciones de
unirse a rDMA para desestabilizarlao y desenrrollarlo para
permitir ser transcrito por 1a RNA polimerasa 1§ puede unirse a
pre-rRNA en sintesis o recién sintetizado para empacarlo en
particulas prerribosédmicas vy podria intervenir, junto con el
U3snRMA, en el procesamiento temprano del pre-rRNA.

La fibrilarina ha sido localizada en un gran nimero de tipos
celulares v especies bioldgicas, incluyendo células de ralz de
cebolla, en donde se pressnta como una proteina de 20 kDa (1148).
También se ha localizado ern los nucléolos remanentes de células
nucleadas de eritrocitos de rana (116). Por ésto, la fibrilarina
es una proteina conservada en la evolucidn, presente en todos los
nicleos de células activas e inactivas. Estos descubrimientos
sugieren que la proteina se une al rDMA en nucléolos remanentes,
aln cuando la transcripcidn no esté ocurriendo.

En interfase, la fibrilarina forma un filamento similar al
nucleolonema v se localiza en la DFR y en los FCs. En mitosis,

s@ localiza en los MNORs metafadsicos y en telofase se distribuye
en los cuerpos prenucleolares (PMNBs) durante la nucleologénesis
(114).

DNA topoisomerasa 1I.

Las topoisomerasas son enzimas que pueden alterar la
topologla del DNA v por ello se ha propuesto que intervienen en
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los eventos de transcripcibdn, duplicecidn, recombinacidn vy
reparacibn de esa molécula en eucariontes. La topoisomerasa 1
cataliza &l relajamiento del DNA superenrrollado al producir
roturas transitorias de una hebra (52).

Su papel en la transcripcibdn fué sugerido por su unidn
estrecha con nucleosomas activos y por su colocalizacibn con la
RMA polimerasa Il en regiones de genes en transcripcibn (52).

La topoisomerasa I es una fosfoprotelina gue es fosforilada
por una proteina cinasa de tipo NII, al igual que la C23. La
fosforilacibn ocurre en un péptido rico en serina, cerca del
extremo amino terminal (41).

La DNA topoisomerasa I estd estrechamente asociada con el
nucléolo 7»n situ (&0). Sin embargo, sdlo recientemente se ha
demostrado que &n =n sxtractos nucleares, el relajamiento del
gene rDMA superenvellado, por medic de la enzrima 23 obligztorio
para la transcripcién, guiza a través de su accidn como ur
"sacacorchos" para disminuir la tensibn del DNA debida a la
torsién (13),

rDNA.

En eucariontes, =1 DNA ribosdmico (rDMA) es el DMA nucleolar a
partir del cual ‘se sintetiza el precursor ribosmico pre-rRNA. E1l
rDNA se localiza en los FCs del nuclépolo (1,75) v es uno de los
genes mads abundantés en la célula. Se presenta como copias
maltiples, cada una de las cuales genera varias woléculas de pre-
rRNA, que es el precursor de las moléculas de los rRNAs del
ribosoma, 7. ., 185, 5.85 y 285. En humanos se presentan
alrededor de 200 copias de ests gene por genoma diploide (20).

La molécula de rDNA (Fig., 2, B,C) consta de la secuencia
codificante que incluye un espaciador transcrito sxterno (ETS),
las regiones del gene 185, 5.8%, 285 v dos regiones espaciadoras
internas (ITS I, ITS II), Entre cada unidad repetitiva se
localiza uvuna regidn grande denominada espaciador no transcrito
(MTS), &n donde se lncalizan las regiones del promotor,
terminador v secuencias gue aumentan la transcripcidn (&1).

El e=tudio de la mol&cule ha sido muy intenso en los Gltimos
afos, desde gue se establecid su papel en la biogénesis del
ribosoma. De hechea, los tres Gltimos voldmenes de la serie 7The
cell nucleus, editada por €l Dr. H. Busch, se dedican
exclusivamente al tema rDNA (20). Asimismo, la secuencia
hucleotlidica del rDNA de algunas especies estd completamente
determinada, como es &l caso de Xenopus laevis (&1).

La regidn codificante del rDNA se ha conservado entre las
especies relacionadas (20) pero nho ocurtre asl con la reqidn del
ETS, gque es heterogéneo en secuencias de bases.

Diversos grupos de investigacibn se dedican al estudio de la
secuencia nucleotidica de los genes 4= vrDMNA, tanto en humanos
como en otros mamiferos. De igual manera se estudian a nivel
molecular los factores involucrados en la regulacibdn de la
expresibn genética del rDHNA.
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§ Se ha establecido la nomenclatura de elementos de accibn cis
_para agquellas regiones del genoma que tienen determinadas

secuencias de bases gque hacen de esa regidn un candidato para la
unidn de otros elementos. Los elementos de accidn ¢rans son por
otro lade los factores proteicos que se unen a fracciones
especificas del gene v modulan su actividad (141).

A continuaciédn se detalla la anatomia molecular fina del rDNA
de la rata (Fig. 2, C).

En la rata, cada unidad repetitiva de rDNA consta de un total
de aproximadamente 37 000 pares de bases (bp), 13 000 de las
cuales corresponden a2 la unidad transcripcional (incluyendo el
ETS, 1 185, ITS I, 5.85, ITS I1 v el 285, en direccibn 5'-3’) vy
24 000 correspondientes al NTS (32).

La unidad transcripcional del rDNA de rata incluye 4 400 bp de
ETS, 1 8749 bp de 185, 1 046 bp de ITS I, 156 bp de 5.85, 765 bp
de ITS II vy 4 802 bp de 285, la secuencia nucleotidica de las
cuales va ha sido obtenida (27,31,44,4%9,65,66,109,140,157, 1645,
166,167,168).

El sitio de inicio de la transcripcién y secuencias advacentes
fueron determinadas como "TATA box" (TATATGC) siendo la G la
primera base del transcrito (140). Por detrds del sitio de inicio
de la transcripciéon ("upstream”) se han determinado elementos de
accibn ci/s como el promotor (P) que incluye desde -40 bp hasta r
mds 10 bp, el sitio de unidn del complejo de preiniciacidn (PIC),
gue abarca de -167 a -122 bp. Sobrepuesto a una parte del PIC, se
encuentra un elemento "enhancer” (E) queincluye desde -1 018 :
hasta -286 bp. Enseguida se encuentra otra regibn conservada
evolutivamente denominada regibn variable.

Las regiones "upstream” mis alejadas contiener elementos
repetitivos conocidos como A/u2, pues sonsecuencias gue se cortan
con la enzima de restriccién del mismo nombre.

Aunque se conhocen gran cantidad de elementos de accibn cis
{cerca del sitio de inicio de la transcripcibn del rDNA de rata,
_no se conocen con exactitud los elementos mds lejanos.

Recientemente, sin embargo, Cassidy y col. (26,28) han descubierto
que en el ETS del rDMA de rata se localizan dos elementos de
accibn cis mis. Ellos son un "enhancer” y un sitio de inicio de

la transcripcibn adicional. Este dl1timo se encuentra localizado
entre -732 y -719 bp del sitio de inicio de la trascripclién
principal.

Asi mismo, Rothblum y col. (141) han encontrado un elemento de
accibn ¢rans que se une especificamente a ese promotor adicional,
incrementando hasta de 8 a 10 veces la transcripcibn . Ese
elemento es un protelna de 16 kDs cuya composicidn de aminodcidos
es similar a las protelnas HMGs.

Por delante del sitio de terminacibn de la transcripcidn en el
285 ("downstream") se encuentran localizados diversos elementos.
Entre ellos hay un terminador (T) llamado §z/1 box, que es una
regibn de 18 nucledtidos rico en secuencias GTCGAC localizada
565 nuclebtidos por delante del sitio de terminacidn, 7.e., el
extremo 3° del 285 (hay otro terminador "upstream” 1lamado To en
ratdn que quizad esté presente en rata. Mids adelante hay

1
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secuencias repetidas que incluven regiones §z/1 vy regiones
denominadas BZ2. Aproximadamente 2 500 bp "downstream", hay otrao
elemento de accidn /s que potencialmente forma DNA Z, es decir,
una regibn que puede actuar en la recombinacidn del gene (166&).
Entre 3 818 y 3 833 bp "downstream" se localiza otro elemento de
accidn cis, el origen de replicacidn.

La complejidad molecular del rDMA, sin embargo, pone en
evidencia la similitud del gene con otros 'genes eucariontes no
ribosbmicos y con los procariontes: la presencia de promotores,
"enhancers", sitios de terminacidn, etc. (88). La molécula
sintetizada a partir de este gene es posteriormente procesada
(Fig. 2, D,E) (&61) para finalmente originar las moléculas de rRNA
que, en asociacidn con proteinas ribosdmicas y no ribosdmicas,
toman parte en el ensamblado y maduraciédn del ribosoma. El1 papel
del U3snRNA en el procesamiento postranscripcional del pre-rRNA
se explica en otra seccidn.

NMucleologénesis

Los componentes nucleolares varian tanto cuantitativa como
cualitativamente concomitantemente con cambios en la actividad
transcripcional, especialmente durante la mitosis, etapa durante
la cual la transcripcibén se suspende casi completamente en
profase vy luego reinicia hasta telofase (35,107,146,154). Durante
la profase el nucléolo se disgrega vy se restringe en ciertas
regiones cromosbmicas, a saber, las regiones del organizador
nucleolar (MORs). En telofase tardia e interfase temprana el
nucléolo se reconstruye (113,154) a partir de transcripcidn nueva
de pre-rRNA y fusibdn subsecuente de cuerpos prenucleolares (PNBs)
preempaquetados v discretos (35,107,111) que se condensan a
partir de material nucleolar pericromosdmico rico en proteinas,
que aparece por primera vez en anafase (154). El proceso de
reconstruccidn nucleolar se denomina nucleologénesis
(35,111,113,154). El1 comportamiento del nucléplo durante la
mitosis v en especial durante la nucleologénesis, ofrece un
sistema para estudiar las asociaciones espaciales y transitorias
entre &cidos nucleicos y proteinas que pueden estar involucrados
en la regulacidn de expresidn genética. La distribucidn de las
fosfoprotelnas nucleolares C23 (53,112) y B23 ha sido reportada
recientemente durante la mitosis (112) v nucleologénesis (113) en
relacibn con la distribucién de proteinas Ag-NOR. Se ha mostrado
que mientras una fraccibn pequefa de la C23 queda en el nucléolo
vy quizh se une al NOR, la B23 por otro lado, se distribuye en el
hucleoplasma, rodeando a los cromosomas. Ambas protelnas, sin
embargo, aparecen en los PNBs ¥y luego se fusionan con los NORs.
En un reporte posterior, estos autores mostraron una distribucidn
de la protelna nucleolar fibrilarina en los PNBs v los NORs
(114), similar a como ocurre con la C23.

También se ha mostrado gue los PNBs contienen RMA (107,108),
pero la localizacibén del rDNA no se conoce en el estado de PMNBs
de la nucleologénesis, ni se conoce la distribucidn real de estos




3genes durante todos los estados de la mitosis, aungue se ha
establecido muy bien que éstos se localizan en los NORs durante
la telofase (1). Un reporte reciente indica la localizacibn del
rDMA por medio de hibridacién in situ, pero solo durante ciertas
tases de la mitosis (94).

Con o1 objeto de intentar demostrar asociaciones especificas
entre 1 rDNA y algunas proteinas nucleolares, aqui se documenta
la distribucién de los genes ribosdmicos durante la mitosis, con
especial &nfasis en la nucleologénesis, usando un método en el
que s han hecho &ptimas las condiciones para la hibridacidn
molecular in situ no isotdpica y preservacién de morfologla
celular. A nivel de microscopla de luz se pudo ademds relacionar
la localizacibdn del rDNA con la distribucidn de las proteinas
nucleolares especificas fibrilarina, RNA polimerasa I y lals)
proteina(s) AgQ-NOR por medio de inmunofluorescencia y tincidn Ag-
MOR. Mas aln, se compararon estos resultados con la distribucidn
del rRMA, puesto en evidencia por la técnica de tincidn con azul
de toluidina alcohbdlico a pH aAcido (14%9). De esta parte del
trabajo se concluyd que la mayoria de los PNBs no contienen rDNA
ni RNA polimerasa I, en tanto que los "NOR-PMBs" si contienen
esos elementos. Ademds se discuten esos descubrimientos en
relacibn con la reconstruccidn nucleolar a partir de los "NOR-
PNBs" v en relacidn con la controversia acerca de las diferencias
entre el nlmero de MORs vy FCs.

U3snRNA v sus genes.

Los UsnRENAs (RMAs nucleares pegquenros, ricos en acido
uridilico) son moléculas de interés por su papel en el
procesamiento de RMAs irnmaduros (pre-RMAs) (19,131). Entre los
UsnRMAs, =1 U3snRNA v &l recientemente descrito U8snRNA (132) son
especies dnicas por su localizacidn nucleolar.

El U3snRNA es un RNA pequefo (de 217 nucledtidos en humanos),
abundante (unas 2 x 10® copias/célula de mamifero), muy
conservado através de la evolucidn (en amibas, dinoflagelados,
plantas, animales) y uno de los dos RiMAs (=1 otro es el UB8snRNA)
nucleolares de vertebrados gue se sabe gue tienen un extremo 3’
metilado (7-metilguanosina [maGcapl) (122).

El U3 v las protelnas asociadas (U3 RMP) pueden ser
inmunoprecipitados selectivamente por ciertos autoanticuerpos de
pacientes humanos vy por un anticuerpo monoclonal gque reacciona
con una protelna de 34 kDa asociada (90). La localizacidn
nucleolar del U3snRMA v las observaciones de gque puede estar
asociado con una particula de RNP de mids de 405 y con un RNA de
28-355 (después de desproteinizar), sugieren que este RNA puede
estar involucrado en &l procesamiento del rRNA, en =1 ensamblaje
del ribosoma o &n su transporte (131).

Las primeras hipdtesis en relacibn con la funcidn del U3snRNA
se hablan basado principalmente en los hallazgos de gque se asocia
por puentes de hidrbdgeno a los rRNAs 285 vy 325 (3,34,43,122,129)
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¥ sobre la complementaridad entre las secuencias de nhucléptidos
del U3 y el rRNA (122). En células de mamiferos, un precursor de
45S pre-rRNA se procesa en varios pasos para producir rRNAs de
285, 5.85 y 185 (20,61,125). Un rRNA de 328 es un intermediario
del procesamiento, que consiste de RMAs 5.85 y 285, unidos
covalentemente por medio del espaciador transcrito interno 11
(ITS II). Bachellerie y col. y mas tarde -Tague y Gerbi (3,161),
nobservaron que la secuencia en el extremo 5’ del ITS II estaba
conservada entre las especies de vertebrados, y era
complementaria a los nuclebtidos 158 al 147 del U3snRNA de rata.
Por ésto, postularon que ‘el U3 puede hacer apareamiento de bases
con esta secuencia y mediar la rotura gque separa el 5.85 del 1ITS
11. Datos més recientes no apovan esta hipdtesis. Por ejemplo,
Moser y Cavet (citado en 161) sugieren gque el U3 se asocia con un
RNA poliadenilado no ribosdmico en el nucléolo. Aunque los
nuclebtidos 158 a 1467 del U3snRNA se predice gue son de hebra
sencilla cuando se usa un programa de computadora que genera
modelos de estructuras secundarias, la secuencia en el extremo 5°
del ITS I1 diverge mucho entre las especies de esucariontes
primitivos. Ademds, los estudios con inmunofluprescencia sugieren
que el U3 RNP se localiza en la regibn fibrilar.del nucléolo,
donde ocurre la sintesis del rRNA vy quizd el ensamblaje temprano
de las partliculas prerribosémicas, pero no se encuentra en la
regibn granular, donde parece gue tienen lugar los eventos mas
tardios del procesamiento del pre-rRNA (incluyendo la rotura del
5.85 del ITS I1).

Por otro lado, en un estudio reciente (121) Parker y Steitz
analizaron la constitucidn proteica del U3snRNP, los sitios de
interaccibdn proteina-RNA en la particula y la estructura "
secundaria del U3snRMA. Los resultados indicaron que las U3snRNP
de células HeLa contienen proteinas no fosforiladas de 34, 30, 13
v 12.5 kDa vy dos protelnas fosforiladas de 74 y 52 kDa
respectivamente. Los nuclebdtidos 7?2 a 90, 106 a 121, 154 a 166 v
190 a 217, deben interaccionar con proteinas pues estas zonas
inmunoprecipitan luego del tratamiento con RMasa A. La estructura
secundaria del U3snRNA incluye zonas de hebra sencilla,
conservadas evolutivamente (como los nucledtidos 104 a 112) y no
conservadas (como los nuclebdtidos 65 a 74, 80 a 84 v 88 a 93).
Estas zonas podrian establecer enlaces con el rRNA. Las
secuencia nucleotidica de 159 a 148 no es accesible y por ello
nho interaccionaria con el rRNA 5.85. Los autores concluyeron vy
discutieron que el U3snRMA puede participar en el procesamiento
del pre-rRNA, cerca del extremo 3’ del rRMA 285 (unos 30 a 80 -
nuclebtidos por delante del sitio de terminacidn de la
transcripcibn) (Figura 3).

Recientemente, Suh v col. han aislado, clonado v obtenido 1la
secuencia del gene humano para el U3snRMA (158). Ellos
encontraron que, aunque el U3snRMA es transcrito por la RNA
polimerasa II (igual que los otros UsnRMAs, excepto el U&s, que es
transcrito por la RNA polimerasa 111 (133))1las secuencias del
promotor vy del "enhancer" son diferentes de las de los genes para
mRNAs (158). Las secuencias flanquedoras, como el "enhancer", el



promotor y la s=fal de procesamiento en el extremo 3’ del gene,
son homdlogas a las de los genes para el Ul y U2snRMNAs. Ademas,
encontraron que el gene U3 contiene lo gque se ha llamado la "U3
Box" cerca del enhancer, similar a la de rata (156). Esta
secuencia estd involucrada en la unidn de un factor de
transcripcibn (158).

En 1987, Suh v col. hicieron extractos nucleares y nucleolares
y encontraron gque el gene para el U3snRNA se localiza
principalmente, pero no exclusivamente, en &l nucleoplasma y que
hay 10 copias del mismo en células humanas (15%9). Ellos hablan
propuesto previamente, experimentos en los cuales se utilizaran
las regiones codificante y flanquedora del gene como sondas
moleculares, para detectar su localizacién subcelular en
interfase, es decir, para conocer si los genes eran
nucleoplasmicos o nucleolares (158).

Con el objeto de complementar los resultados obtenidos in»n
vitro v de estudiar l1a regulacidn del gene para el U3snRNA en
humanos, y la funcibn de su producto, se iniciaron en esta tesis
una serie de experimentos de hibridacidn molecular in situ con
diferentes sondas, las cuales inclulan la region codificante y/o
flanqueadora del 3gene. En esta tesis se presentan los resultados
de esos estudios, gque indican la localizacidn nucleolar de los
genes mentcionados.

iniecio 58S terminaci®n

S
5t ET 188 288 30

Figura 3,- Sitios de procesamiento postranscripcional
(1-10) del pre-rRNA humano. El U3snRNA humano tiene se
cuencias nucleotidicas complementarias a algunos de los
sitios. El1 analisis detallado de esas secuencias ha si-
do descrito (122). Hay complementaridad con los sitios
1, 2, 3 y 7 "upstream", es decir, a los sitios de inicio
de la tramscripcidn (1), al sitio de procesamiento del
ETS (2), al extremo 5' del 185 (3) y al extremo 5' del
28S. "Downstream", hay complementaridad con el sitio

9, es decir, con el extremo 3' del 28S, antes de la se
fial de terminacidn de la transcripcidn. I, II espacia-

dores transcritos internos I y II. (Tomado de 122).
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MATERIALES ¥ METODOS

Cultivos v llneas celulares. Se cultivaron células

epiteliales renales de macho adulto de la rata canguro "harizona®
(Potorous tridactylus apicalis Gould, 1851 [Marsupialia:
Macropodidae; 2n=13, 1 MOR1), linea PtKz (NBL-S) (ATCC CCL 56,
Rockville, MD), células de carcinoma epitelioide de cérvix humano
(Homo sapiens Linnaeus, 1758 [Primates: Hominidaei 2n=44, 10
MORs1), linea Hel,a 53 (ATCC CCL 2.2, Rockville, MD) y cé&lulas
epitelipnides renales de rata (Ratius norvegicus Berkenhout,

1769 [Rodentia: Muridaej 2n=42, & NORsl), linea NRK-S2E (ATCC

CRL 1571, Rockville, MD) sobre cubreobjetos de vidrio estériles
en cajas de cultivo de 35 mm de diametro, suplementadas con medio
Eagle modificado de Dulbecco (DMEM, Gibco) conteniendo glutamina,
piruvato vy 10% de suero fetal de ternera (FCS, Gibco) en una
atmasfera de COz al 2% v a 37°C.

Sondas génicas moleculares utilizadas. Las sondas génicas
moleculares utilizadas vy sus principales caracteristicas se
muestran en la Tabla 1 v en las Figuras 4 y 5.

Construccidn de sondas genicas moleculares. lLas sondas

fueron biotinadas por el procedimiento de "nick translation®
(135) con Bio-16-dUTP, un analogo biotinado del TTP, de acuerdo
a las instrucciones del proveedor (Enzo Biochemical y 135). En
resumen, 1 pl de cada plasmido, & una concentracidn de 1 pg/ml,
se incubd por 2 h a 14 ©C en amortiguador de reacciédn (0.5 M
Tris-HC1, pH 7.5y S50 wM MgClz), H=0 destilada, solucidn de
desoxinucledtidos (0.3 mM 4dATP, O.3mM dGTP, 0.3 miM dCTF en S0 miM
tris-HC1, pH 7.3), Bio-16-dUTP (0.3 mM en 50 mM Tris-HC1l, pH
Z?.5), DNA polimerasa I (3 U/ml en 0.1 M amortiguador sédico de
fosfatos, pH 7.2/50% glicerol [v/v1/1.0 wmM DDT) v DMasa I (0.5
ma/ml en 0.1 M MgClz diluida 1:2000 en amortiguador 10 mM Tris-
HCl, pH 7.5/1mg/ml BSA libre de nucleasas). Inmediatamente
despueés se agregd amortiguador de paro (0.2 M EDTA) y se incubd
por 10 min a 65°C. Fosteriormente se agreqd tRMA (70 pg) de £.
colil vy se incubd a 42C sobre hielc. Para recuperar las sondas se
utilizd precipitacidn con etarol. A los 30 pg de la solucidn con
los componentes mencionados, se& anadieron 27.5 pl de acetato de
amonio 7.5 M v 110 pl de etanol absoluto. Se incubo a -802C n
sobre hielo seco por 15 min. En segquida, se centrifugd a 10 000
rpm por 13 wmin v después de eliminar el sobrenadante
cuidadosamente, se repitid el procedimisnto con acetato de
amonio v etanol. Después se enjuagd con etanol al 70% ¥ una vez
eliminado el alcohol v los restos de sales, el DMA fueé
liofilizado por 30 min. Finalmente, cada sonda fue resuspendida
en amortiguador T.E. (T.E. es 10 wlMl Tris-HCl, pH 7.5, 1.0 mM




ne Origen  |Clona ector Fragmento_usado v
U3snRNA humano  |hU3-1 pBR322 %"&fé‘ £1 ) S 280 a7 250 747
-280 a
U3snRNA humano  [hU3-1 |pBR322 faflmeits | - 275 - - |2
-280 a +5)
U3snRNA humano  |hU3-178 pBR322 Pu-{.n ----- 900 - --- 900
-1200 a -300)
U3snRNA humano  [BST-U3 pBS _ ‘.2_2,,’?‘-‘;’:‘ -‘ugsuo 2746 § 217 50 3018
"U3snRNA"  |humano  |hU3-178 spé ﬁm )x ----- 5 178 183
-5 a +1
3snRNA humano  |hU3-5 sp6 % ] it 240 217 250 707
seudogene -240 a +250)
55 rRNA hamster |pTH1 [pBR3z2 Todo el plasmido | 4362 1500 500 500 6832
sirio BamH1-BamH1 a
p1snRA humano  [pHU1-1D [pBR322 E;:I.gamu 4362 200 160 236 | 4958
U6 nRNA ratén  [MUG-149(B)  [Bluescript Bﬁ ‘:} ,uai‘do 2959 150 107 85 3301
Aly :
85 | 1751[5.85] 1752] 288
rONA rata Ipss 322 Todo el pl:mdo 2959 2 066|156 6 5490 |

Tabla 1 . Caracter{sticas de las diferentes sondas moleculares utilizadas. "U3snRNA" es el
fragmento de restriccién HaelTI-EcoRI correspondiente a la hebra no codificante del gene;
esta sonda solo hibridiza con 1a hebra de DNA codificante pero no con el RNA. E1 vector es
el plasmido en el cual el gene fue originalmente clonado. Los fragmentos usados fueron obte
nidos por digestién del vector con enzimas de restriccién. Los nimeros entre paréntesis in-
dican la posicion de los sitios de restriccion con respecto al sitio de inicio (-) o termi-
nacién (+§ode la transcripcién. "Upstream™ es la posicién por detrds del sitio de inicio de
la transcripcidn; "downstream", por-delante del sitio de terminacion de la transcripcion.
Para el rDNA, se sefialan los fragmentos del gene 455 pre-rRNA: parte del 18S, el espaciador
transcrito interno 1 (ITS1), el 5.85, el ITS 2 y parte del 28S. bp, pares de bases; para el
“U3snRNA", bp significa nucleétidos pues es 1a hebra sencilla no transcrita del gene.




28

Figura 4. Sonda génica molecular
de rDNA de rata. a) p59 es el
fragmento EcoRI (E)/BamHI (B) clo
nado en los sitios E/B del vector
molecular pBR322. b) Secuencia de
bases del fragmento E/B. La se--
cuencia de nucleotidos 1.al 2282
fue reportada por Rothblum y col.
(139) y corresponde a 1a hebra no
transcrita de rDNA. E1 resto de
la secuencia fu€ logrado por Had-
jiolov y col. (62 ) y corresponde
al rRNA. E1 fragmento contiene
227 pares de bases (bp) del 18S,
los espaciadores transcritos in-
ternos (ITS) I y II, el 5.85y
1318 bp del 28S. En total, p59
contiene 3531 de los 13063 bp del
ene 45S pre-rRNA de rata.

Gene 45S pre-rRNA

B B E
285

BE

185

a p59

"0 20 0 0 50 80 10
CAATTCCCAGTAAGTGCCGGTCATAAGCTTCCGTTGATTAAGTCCCTGCCCTTTIGTACACACCGLCCOTC

120 130 120!
GGCCCTIGECEG

0 90 100 ||z
GCTACTACCGATTCCATGCTTTACTCAGGCCCTCCGATEGGCCCC

150 160 110 00 190 200 210
AGCGCTGAGAAGACGTCGAACTYGACTATCTAGAGGAAGTARRAGTCGTAACAGGTTTCCGTAGCTGAAC

220 30 280 250 280 . 210 280
CTGCCGAAGGATCATTRACCCAGAAGGCCGAGGUCGCTCOTGCCCCTECCCTCTTGGGCCTGTIGTGAGTC

290 Joo Jjue 320 330 320 350
TTCCTCCTTCTCGCCCGEAGGLGCETCCCCOGETGEGTCCCCGTCTCCCECCTCCTCLCGTCATECCGLE

170 180 190 w00

360 .o 820
TGCCGTGGCCOGLCGEC T A TGCCOT! TCCGCTCTGGTCCGCC

930 a0 "o %o a0 @0 9o
GCGGCACCTCCTCCLTTTTCTCGCTCTTLCCTCGACGCCTCCETGCGECCGELTCCECCTCCGECECTEC

D e

500 510 520 930 30 550 560 1751
CGTCCGCAGCCAGCGCCTTCTGCCTCTTTCCCGACCGGCTCCGTGATCTCGTGTGCACCCGGEGTGGTAC

1830 1880 1850 1960 1870 1080 1890
GGECCGGACCECCECEECOaOGEEEEEaEaTECGEEaECaECEEaEaEECECEatTGGTGCCEAGAGA
- e e e ——

1900 1910 1920 1930 1900 1950 1960

CAGAGAGACAGAGACA recy GCGT”

1970 1980 1990 . 2000 2010 2020 2030
ceererecy TCCCTCTA

2080 2050 2060 2070 2000 2090 2100

rGcec GEGCTCCEOCETEE

.
2120 2130 2180 2150 2170
CYCCCCCGGCGCCC!CGCCC!:GICGlcml‘CG‘I‘CTCGC"‘ICGCTCI’CCTCTCCYC‘ICCTCYCCHCC

570 580 590 600 610 620 630
GTGATCTCTCCGGECCGTGGLCGGGACCCGETCGLTCTCC g TGCCGCTCCY GC
480 850 660 670 &00 690 700
CGCTCTCCOGCACTGACCG cGeT GGEGGGGGGTGTCTCTGCC!
110 720 730 780 750 760 170
CGGLTGGGLTCGLCCGC! CGCCTCCTTCTGGGCCTCLETCTC TCCGGGTACCT
780 790 810 020 830 a0
GC 'C\'CGCGTTCCGGCGCGGAGG‘"TCGCGICCCCGWGHYCGCCCTACCGTCCCCGGGGTCGGGGGC
850 860 870 g0 890 900- 910
GCGGTCOGGCCCCTAGGGACGTCCG 144 TCCCTCCCCGCGTECGGLELTC
920 930 950 950 960 970
CCTCAGACT GCACCCCTC mmmuncccmccmccc
990 010 1020 1030 1000 1050
uccccccrcvr.cccotcccmrrcccmcccuaccccrcccnctccccccccncccuccccc
1070 1080 1090 1100 1110 1"
CGCW!GCCWG!"‘ CCCCTC CCGCCTTTCCOTCT ‘"‘“C'"TT
1l 11w 150 1160 "1 1o ||’°
TTTTRTTATTITCTTACCTGTGCCGTTTCCTTTCGLGCE
1220 1230 1280 1250 1260
CG!CGGGCCCC TCCCIYCCMGCAGGMWWM TGLIGCGCTCGTCAGCACCCCLTG
1270 1200 1290 1300 1o 1320
Tccce CAGATAACCGT. ICYCTTAGC“‘I‘“IICAC"WCTCGNCGY ”'
13%0 1350 1360 1370 1380 1390 1800
|TGAAGAACGCAGCTAGCTGCGAGAATTAATGTGAATTGCAGGACACATYGATCATCGACACTTCGAACGC]
1810 1820 1930 1980 " 1160 1870
ACT GGGTTCC TGAGCGTCGC
1480 1290 1500 1510 1520 1530 1500
CTTGCGGTT GCGTCGCGCGGCTGEGAGTCTGCTCOCAGGELCCGETCCCC
1350 1560 1570 |slo 1590 1600 1610
TCCGTC TCCGAC GTCCOECCTTCGCCCGCCCCCCGTGGETCCGEG
1620 1630 1640 1650 1660 1670 1680
CGGGCTCGTCCTCCCTECCCECCGTCOTCGTGCOCCGEECEEECCTCCTCGLEGCTCCTTCCCCCEGCE
1690 1700 AL 120 1730 1780 1750
CTCCECCGCTCCCGCTCCCGTCCT CTCTCCCC
1S X
1760 1770 1780 1790 1800 1810 1820
TGCTGGGCGC A TCGCG

2200 2} 22
GTC“CC‘“C“GCC“CCTCI’CC'I‘CC“'ClCCYCCTCYW#““CCYCA‘A1:!6!66!“:6!4?‘!

b

pcactcﬂggnAcnﬁggnctnc:g:canut’:inﬂ AACCAGGAUU&CCUCAGUM&GGCGAGUGAACAGGGMGA{;
cccAGceccanaucccsccscecaccscsecsccscAAAucuescGUAcéGAAaACCCAEuccccssccécscuccuscéesecCCAAcﬁccuucueAuécacecccasé
CCGUGGACGGUGUGAGGCCGGUAGCGGCCCCGGCGCGCCGGGCCCGGGUGUUCCCGGAGUCGGGUUGCUHGGGAAUGCAGCCCAAAGCGGGUGGUAACUCCAUCUAAGGC
UAAAUACCGGCACGAGACCEAUAGCCARCAAGUACCGUAAGGGAAAGUUGAAAAGAACUUUGAAGAGAGAGUUCARGAGGGCGUGARACC GUURAGABGUAMCBGOUGE
GGUCCGCGCAGUCCGCCCEGAGBAVUCAACCCGBCEECECEUCCEECCEECCREUBGUCCCEECEEAUCUUUCCCRCACCCCEUUCCUCCCRACCCCUCCACCCRLECEU
cucucucccéccuccccscéuccceccsuésccsuccccécuccucccuccsseecesuéucsccasecécuccsscssésescecsseﬁeuecueessécscscssecé
GesccssscGucsccucesscassssAccGcccccceeucescsAcccccccccsccccscscncuuccAccsucscssuescccccsAccsccucceesAcsscusecA
AsecccsscscsGAAscusgpucsceceesccseccucncccsussccccceencccceccccsAeueuuacAcccccccGGGCAGCAccecucsccsnaucccsssecc
GAGGGAGCCBGAUACCCBUCBCCBCOCUCUCCECCCOBEEUCUCCCCUCECaCCCCUCCCCaUGBRaUBACGEAABGEEB5CSaUCGCER056CCa0BECRCCETUCtt
ACGGGCGCGACCGCUCUCCCACCCCCCGCGCCUCCGUCGCCCUCUCGGGGUCCGGGGCCCGGGGGGCGGGGCGAACUCUCCCCAGUCCGCCCCGGGCGUCGUCGCGCCGU
CB66CCCOGEE66CCEUCCUCACGEOCUCUCCCCCCCCUNCUCGEEaUGEEEEE0AGCEARGCCEAGCGEACEOOGUCEECGRCEAUGUEEOCUACCCALCLOACCERUL
UUGAAACACGGACCAAGGAGUCUAACGCBUGCECGAGUCAGGGGCUCGUCCGAAAGCCGLCEUBGCGCAAUGAAGGUGUGGGCCCCGUY

cceaececciesaceuds 3’
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EDTA) para lograr una concentracidn final aproximada de
40pg/ml. Las muestras se almacenaron a 4°C p a -20°C hasta su
uso.

Filtros de nitro Con el objeto de verificar la
incorporacién de nucledtidos biotinados en las diferentes sondas
moleculares gén:cas utilizadas, se llevd a cabo la deteccidn de
éstas luego de adherirlas a filtros de nitrocelulosa por la
técnica de "dot blot®" (?8). El procedimiento, generalmente
utilizado para detectar hibridacidn de acidos nucleicos,
consistid en colocar 1 pl de cada sonda disuelta en amortiguador
T.E. en diferentes tubos de microcentrifuga y agregar a cada tubo
24 pl de agua destilada, desionizada y esterilizada.
Posteriormente se aradieron 2.8 pl de NaOH ZN fresco a cada tubo
para desnaturalizar el DNA. Se centrifugaron por 5 s a 10 000 rpm
para concentrar la solucidn. Los tubos con NaOH fueron incubados
a 65°C por 10 min, al cabo de los cuales se enfriaron

rapidamente sobre hielo. Luego se afadieron 27.8 pl de una
solucieén de acetato de amonio (NHs-Ac) 2M a cada tubo, para
neutralizar los grupos OH-. La mezcla se agitd ligeramente para
homogeneizar los componentes. En este punto, se colocaron filtros
de nitrocelulosa de 0.45 mm de grosor y 25 mm de diametro
(Schleicher and Schwell) sobre tiras de papel filtro del ndmero 3
(Whatman), evitando cualguier contaminacién posible con las
manos. Los filtros fueron después humedecidos con una o dos gotas
de una solucién de acetato de amonio 1M hasta gue se absorbid
todo el liquido. Posteriormente las muestras de DNA fueron
dispersadas (aproximadamente 55 pl) sobre el correspondiente
filtro de papel de nitrocelulosa. Se dejd absorber la solucién,
pero no secar y se agregd una gota de acetato de amonio IM a cada
filtro, dejando absorber peroc no secar, para dispersar el DNA
sobre 1 filtro. Inmediatamente después los filtros fueron
pasados rapidamente por una solucidn de 4X SSC (citrato salino
estandar, S5C es 0.15 M NaCl, 0.015 M citrato de sodio) y se
colocaron sobre papel filtro del nimero 3 hasta gque la muestra

se absorbid en el filtro. Finalmente los filtros fueron

colocados en un horno, entre dos hojas de papel +filtro, a una
temperatura de 80°C durante 2 h en vacio.

FPara detectar el DNA biotinado se siguitd el procedimiento de
deteccidon con el complejo de avidina-biotina-peroxidasa (ABC),
descrito en la parte de hibridacidn molecular im situ. En
resumen, después de secos, los filtros se colocaron en una
solucidén de prehibridacidn conteniendo 1% de albumina de suero de
bovino (BSA) y S0% de formamida, para bloguear los sitios a los
gue se puede unir inespecificamente el complejo ABC, durante 1 a
& hy a temperatura ambiente ¥ con agitacidn ligera y constante.
En seguida se retird la solucién y se aradid el complejo ABC
tVector) diluido en PBS (PBS: 10 mM P04, 0.85% NaCl), sin
magnesio y conteniendo BSA al 1%, incubandose a 37°C durante ih.
Despueés se retird esta solucidn y se enjuagd en amortiguador
Tris-HCl 0.05 M, pH 7.6. Inmediatamente después se reveld la
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pBR322

5’ AA CTCAAACGGTCATCCCACTT -481
TCAGCCTCCCGAGTAGCTGG GACTACAGACGGTGCCATCA CGCCCAGCTCATTGTTGATT  -421
GGTAGAGAC GGGATTCCGCTATATGC@I‘GTCGMCTCATAGAA -361
CAAAGGATCCTCCCTCATGG GCATGGGCATGGGCACAAAA CGCTGGGATTCCCGGATTAG ~301
*AGGCGGGCGCACCACCCAGA GCAAACACTTCCGGTTTTAA AAATrcnctmiﬁ -241

TGTCATTCAGTATTATGCTA AT‘I‘AAGCATGC@TTTTA AACCTCTTAAAACAACTTTT -181

AAAATTACCTTTCCACCTAA AACGTTAAAATTTGTCAAGT GATAATATTCGACAAGCTGT -121

TATTGCCAAACTATTTTCCT ATTTGTTTCCTAATGGCATC GGAACTAGCGAAAGTTTCTC -61
PROM R
GCCATCAGTTAAAAGT GGCAGATGTAGACCTAGCAG AGGTGTGCGAGGAGGCCGTT -1

AAGACTATACTTTCAGGGAT CATTTCTATAGTGTGTTACT AGAGAAGTTTCTCTGAACGT] 60
regién |GTAGAGCACCGAAAACCACG AGGAAGAGAGGTAGCGTTTT CTCCTAGTGAAGCCGGCTTT| 120
codificante JCTGGCGTTGCTTGGCTGCAA CTGCCGTCAGCCATTGATGA TCGTTCTTCTCTCCGTATTG| 160

GGGAGTGAGAGGGAGAGAAC GCGGTCTGAGTGGT 217

TERMINADOR
TTTTCCTTCTTGATGGCTCA ATGACAGAGACTAGCTCGTA AACTCCGGGCCGTTTCCGGG +60

CTGTTCGCTCCTGCTTGGCA ATGTCGCGAGAAAGGTTTTC GCCTCCTGTTTCAGCGGTGA +120
CGGCTCTTGGGTTTTCTCGG GGTGGCTTTTTAATTTTATG CTTGGCGCGAGGCGGGGGAT +160
GCTGTGTGGCACCTCCTATT GACTCTTCTIGCGTTTTCTC CCATTCTCGCTCCCTCTTTT +240

GTCGCCGTTTCCCGCCCGCC ACTCCCACCCCCAGACGGGG TCTCCGGGTCTCTTGTTCTG +300

TCTGCCGGCCCGGOTGGAGT GCAGTGGCGCGATCTCGGG 3! +339

f

Figura 5. Sonda molecular del gene U3snRNA humano. a) En el mapa de restriccion se
muestran también las regiones funcionales del gene: los sitios de unidn spl, 1a re-
g}bn "U3 box/enhancer" y el promotor por detrds del sitio de inicio de la transcrip
c1¢n (upstream); la regidn codificante (U3); el terminador delante de la regidn trans
crita (downstream). b-e) diferentes sondas utilizadas: b) Fragmento Hinfl con la re--
gidn codificantey secuencias upstream y downstream; c) fragmento HaeIIl con 1Ta regidn
upstream inmediata; d) fragmento BamHI con la secuencia uostream lejana. e) Gene com-
pleto clonado en el vector pBR322. f) Secuencia de bases del gene mostrando las dife-
rentes regiones funcionales. La secuencia corresponde a la hebra no transcrita.
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reacci®dn con una solucien de DAB al 0.1% vy Hz0= ata@;OZ% en el
amortiguador Tris-HC! mencionado. La reaccidn se detuvo
eliminando la soluciédn de DAB y enjuagando con agua destilada
por tres veces. Los filtros se dejaron secar al aire y se
analizaron.

Digestiones enzimaticas. Como controles para la hibridacion
malecular i/n situ, algunos de los cubreobjetos con ”‘ ulas
fueron tratados con 100 pg/ml de RNasa A (Sigma) enhﬂx S§8C por
60 min a 37°C o con 1000 U/ml de DNasa I (worthzngiﬁn, libre de
proteasas y RNasas) en PBS. En el caso de la RNasa, la enzima se

|
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aplicd después del tratamiento con glicina y los cubreobjetos
fueron sumergidos ensegquida dos veces en etanol hehﬁﬂa al 70% vy
dos veces en etanol helado al 95%, cada vez durantﬂ'gzmln antes
de secar al aire. Posteriormente los cubreobjetos fueron
tratados con la solucidn de NaOH como se explica & a siguiente
parte. En el caso de la DNasa, las cé&lulas en cu fueron
enjuagadas 3 veces en FBS y luego fueron fijadas cetona al
100% durante S5 min a -20°C, Después se lavaron en .
min, 3 veces y se aplicd inmediatamente la enzima ante 2 h.
Luego se lavaron las células en PBS, 3 veces y dur
cada vez. Los pasos restantes comenzaron con otraz
paraformaldehido al 4% y continuaron con el sigu
procedimiento: &

Hibridacidn molecular in situ. El1 protocolo de e
hibridacidn, descrito originalmente por Gall y Pardu
(51), se basd principalmente en el de Pardue (120) y en el
de Singer y col. (147), con algunas adaptaciones y
modificaciones de otros autores (44,84,85). Despui!*ﬁe 10?2
dlas en cultivo, las células fueron enjuagadas 3 veces en FBS
con 5 mM de M3Clz. Después fueron fijadas de 5 a 10 minutos en
paraformaldehido preparado en ese momento. Después de la
fijacibn, las células fueron permeabilizadas con acetona al 100%
a -202C por 2 min o con etanol al 70% a temperatura ambiente
durante 10 min. Una vez permeabilizadas, las cé&lulas fueron
rehidratadas en PBS por 10 min a temperatura ambiente. Después se
eliminaron los restos de fijador utilizando un tratamiento con
glicina 0.1 M en Tris-HC1 0.2 M, pH 7.4, durante 10 min. E1 DNA
celular fue desnaturalizado durante 1 a 3 min con NaGOH 0.07 N
preparado en ese instante. En sequida se aplicaron 2 lavados de S
min cada uwno, tanto con stanol helado al 70% como con etanol
helado al 95%. Despuéds se secaron al aire. También se utilizaron
otros agentes desnaturalizantes del DMA, incluyendo SSC 0.1X
a 100=C de 30 a 180 s, HC1 0.2 N 2 temperatura ambiente por 20
min, formamida al 90%/SSC 0.1X (pH 7.2) a &5°C por 2.5 h y
formamida al 60%/EDTA 2 x 10" M (pH 8) a 55°C por 4 min (148).
Todas las condiciones produjeron resultados similares.

La sonda biotinada vy el DNA de esperma de salmén
desnaturalizado se resuspendieron en formamida (Sigma), se
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calentaron a 90°C durante 10 min vy se enfriaron rapidamente
sobre hielo. La sonda fue combinada con la solucidn de
hibridacién previamente hecha antes de colocarla sobre las
células. Asi, la solucidn de hibridacidn final consistid de
formamida al S50%, SSC 2X, albimina de suero de bovino (BSA) al
0.2%, sulfato de dextran al 10%, 1| mg/ml de DMA de esperma de
salmdn y aproximadamente 0.3 pg/ml de sonda molecular. Se
aplicaron 20pl de la mezcla sobre los cubreobjetos vy éstos se
invirtieron sobre portaobjetos siliconizados previamente. La
incubacidn se llevd a cabo a 37°C durante 16 a 20 h en camaras
himedas. Después de la hibridacidn, los cubreobjetos fueron
flotados y enjuagados durante 30 min con S8C 2X/formamida al 50%
a temperatura ambiente, durante 30 min con agitacidn suave, con
SSC 1X/formamida al S50% a 37°C durante 30 min, con SSC 1X 30

min vy con PBS durante 10 min. Se obtuvieron resultados similares

cuando solo se utilizaron 3 enjuagues de 10 min cada uno, con PBS

y &sto se llevd a cabo subsecuentemente.

Para detectar la hibridacibn con la sonda biotinada, las
células fueron incubadas a 37°C por {1 h con 1 complejo
avidina-biotina-peroxidasa de ribano (complejo ABC, Vector
Laboratories, 2 pg/ml en PBS). Despuds se lavaron las células en
PBS durante 10 min a temperatura ambiente y &l complejo ABC fué
visualizado haciéndolo reaccionar durante 5 a 10 min con
diaminobenzidina al 0.1%/H=0z al 0.02% en PBS (pH 7.5),
preparado en el momento de usarlo. Las células fueron lavadas
nuevamente durante 5 min en PBS vy el precipitado café-oscuro en
los sitios de hibridacibn fué intensificado con tetradxido de
osmio (0s04) al 1% durante 1| h. Las muestras fueron enjuagadas
con Hz0 bidestilada varias veces y después de deshidratarlas en
una serie creciente de etanol, se pasaron a xilol y se montaron
en Permount. Las preparaciones se observaron en un
fotomicroscopio Leitz Laborlux 11, equipado con una clmara Nikon
FX-35A, fotbmetro microflex UFX vy un objetivo de inmersidn
planoapocromdtico de campo claro.

Tincién de RNA con azul de toluidina. La técnica de
tincidn con azul de toluidina alcohdlico Acido para RNA se
realizd de acuerdo con Smetana (149). En resumen, los
cubreobjetos con cé&lulas fueron enjuagados con PBS, secados al
aire y colocados horizontalmente para agregar después unas gotas
de una solucién de azul de toluidina alcohblico y Acido. La
solucidn consistid de azul de toluidina al 0.025% en etanol al
10%, la cual fué dilulida 10 veces con una solucidn de Acido
citrico 0.1 M v fosfato disbdico 0.2 M, amortigquada a pH 5-5.4.
Después de 30 min con la solucidn de azul de toluidina, los
cubreobjetos fueron drenados verticalmente y se observaron sin
llevar a cabo un enjuague previo.

Tincidn con plata amoniacal. La tincidn de plata
amoniacal para organizador nucleolar fue llevada a cabo de
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acuerda a Goodpasture vy Bloom (58). Esencialmente, las células
fueron enjuagadas 3 veces con PBS y fijadas con glutaraldehido
al 1.6% o con formaldehido al 2% aurante 10 min a 4 =C,
Inmediatamente despuds fueron posfijadas con la solucidm A de
Carnoy durante 5 min. Después fueron rehidratadas en etanol al
70% y al 50%, durante 5 min cada uno. Luego se colocaron &n agua
destilada durante 10 min, al cabo de los cuales se les agreqd,
luego de drenar v eliminar el exceso de agua (sin secar), una
solucidn de nitrato de plata (AgNOz) al 50% en agua destilada.

Los cubreobjetos se colocaron sobre portaobjetos y se

depositaron en una plancha de calor a 45-55°C durante 10 min.
Posteriormente se enjuagaron con agua helada varias veces. Para

el revelado de 1a reaccidn se prepararon 2 soluciones:

1) Reactivo NHa-As. A una solucion de hidrédxido de amonio

(NH2OH) al S0% (5 ml de MHaOH + S ml de agua destilada) se

agregb AgNOs para dar una concentracion del 40% (4 g).

2) Revelador. Una solucibn de formaldehido al 3% se neutraliza |
(pH 7) con cristales de acetato de sodio. Posteriormente, el pH

es disminuido a entre 5 y 6 con unas gotas de acido fdrmico al |
88%. '

El revelado se lleva a cabo mezclando ambas soluciones en
proporcibn de 1:1 y colocando la mezcla sobre las células; éstas
se colocan nuevamente sobre un portacbjetos y se dejan revelar
durante aproximadamente 1 min o hasta &1 momento en gue el color
de la preparacibn se torna amarilla claro. Posteriormente se f
enjuaga con agua destilada fria, se deshidrata en etanol a
concentraciones crecientes graduales, se coloca en xilol y se
monta para su observacidn.

Inmunof luorescencia. Después de | o 2 dias de estar creciendo
en monocapas sobre cubreobjetos, las células fueron enjuagadas
con solucibn salina amortiguada con fosfatos (PBES) vy fijadas por
20 min a 25°C en formaldehido al 2% (grado microscopia
electrbnica, Polysciences) amortiguado en PBS. Las células
fijadas fueron permeabilizadas por alguno de los siguientes 3
métpdos, obteniéndose resultados similares: a) en acetona al
100% por 3 min, a -20°C, b) en etanol al 95% por 3 min a -20°C,
c) en Tritédn X-100 al 0.02% amortiguado en PBS, por 5 min a 0°C.
Después de la permeabilizacidn, las células fueron enjuagadas
con PBS 3 veces, durante 10 min cada una. Posteriormente se
incubaron debajo de los cubreobjetos con:
1) anticuerpo monoclonal de ratén contra la proteina B23 a una
dilucidn de 1/20 en PES,
2) anticuerpo policlonal de conejo contra la protelina C23 a una
dilucién de 1/200 en PBS,
3) anticuerpo monoclonal de ratén contra la proteina fibrilarina
(72B%) a una dilucibn de 1/50 en PBS,
4) suero autoinmune humano contra la protelna RNA polimerasa I a
una dilucibdn de 1/100 en PBS, durante 1 h a 37°C, en camaras
himedas.
Posteriormente las células fueron lavadas en FBS 4 veces, por
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15 min cada una, a temperatura ambiente, e incubadas con el
segunhdo anticuerpo, va fuera anti-conejo 196 de cabra conjugado
con rodamina (C23), anti-ratén 19G de cabra conjugado con
isotiocianato de fluorescelna (B23) o anti-humano Ig6G de cabra,
diluidos 1/20 en PBS, durante 1| h a 37°9C, Las células después
fueron lavadas en PBS 4 veces, por {5 min cada una y montadas en
medio para fluorescencia (90% glicerol/10% PBS, pH 8, conteniendo
4% de n-propil galatec (1333)). Las preparaciones se examinaroaon
con el objetiveo de_inmersién en un microscopio Leitz Laborlux
11, equipado con iluminacibn de epifluorescencia y con una
cadmara Nikon FX-35A y fotdmetro Microflex UFX. Para los
controles, se utilizaron anticuerpos primarios (preinmunizados)
de suero normal de conejo (NRS), de raton (NMS) o de humano
(NHS) .

Estudios con drogas. Los cultivos de c2lulas PtKz fueron
tratados con una dosis de 1.0 pg/ml de actinaomicina D (Act. D)
durante 24 h a 37eC.

Microscopla electrdnica. Las células creciendo en monocapas
se procesaron para microscopia electrdnica de acuerdo con 1a
técnica descrita por Spector v col. (151).

Inmunomicroscopla electrénica. Se realizd bisicamente de

acuerdo con procedimientos previamente descritos (114,151). En
general, las células fueron fijadas en glutaraldehido al 1% en
PBS. Se permeabilizaron en Tritdn X-100 al 0.2% y se lavaron en
PBS con suero normal de ternera al 1% antes de incubarlas con el
anticuerpo primario o con suero preinmune durante i h a 37e(,

La c&lulas se lavaron luego con varios cambios de FPBS.
Posteriormente, las células se incubaron con los anticuerpos
secundarios correspondientes conjugados con peroxidasa, a una
dilucidn de 1:20 durante 1 h a 2372C., El1 producto de la reaccioén
de la peroxidasa se reveld aradiendo diaminobenzidina (DAB) al 0.5%
con perbxido de hidrdgeno (Hz0z2) al 0.01% por 5 min a temperatura
ambiente. Las células después se fijaron con tetradxido de osmio
al 1% v se prepararonh para microscopla electrdnica de acuerdo con
técnicas estandar.

Preparacifn de cromosomas. Los cromosomas se prepararon

. por técnicas estdndar (7?3). Se obtuvieron linfocitos de sangre
perifé&rica humana y se cultivaron durante 66 a 72 h en suero
humano al 20%, inactivado por calor y conteniendo ademds S5 pg/ml
de leucoaglutinina (PHA-L). después se aRadid colcemida a una
corncentracion final de 0.1 pg/ml durante 2 h, a 37°C.
Fosteriormente se cosecharon las células y se trataron con una
solucidn hipotdnica de KC1 al 0.075 M durante 10 min a
temperatura ambiente. En segquida las células fueron fijadas en



3cido acético-etanol (1:3) por 15 min, 5, veces. Las

preparaciones sobre portacbjetos se realizaron can técnicas
estandar (44b). Algunas de las muestras se tiferon con Giemsa,
a pH 6.8, durante 5 min.




34

RESUL TADOS

HIBRIDACION IN SITU.

Luego de intentar varios procedimientos (Figura 7), el
protocolo de la técnica de hibridacidn in siétu adaptado al
presente estudio se detalla en la Figura 9. Segln se aprecia, hay
varios aspectos que se pueden resaltar: la desnaturalizacién del
DNA celular se puede llevar a cabo sin problemas con una solucidn
de NaOH 0.07 N. El tiempo de desnaturalizacidn es un punto
critico en el procedimiento pues oscila entre 45 segundos exactos
¥y 3 minutos, variando entre los tipos celulares utilizados. EI
tiempo exacto de desnaturalizacidn debe ser encontrado para cada
célula, con una precisidn del orden de unos pocos segqundos. Otro
punto importante es el uso de un enjuague, posterior a la
hibridacidn, con PBS durante 10 a 30 minutos. Este enjuague es
suficiente para evitar ruido de fondo vy no es necesario el uso de
condiciones salinas mis fuertes.

El nimero de células que pueden hibridizar en una sola
preparacibn es variable. Con las condiciones dptimas reportadas
aqul, se logra el mdximo de hibridacidn (Figura 8). Sin embargo,
el porcentaje de células hibridizadas por preparacidn puede ser
eventualmente muy elevado, pero generalmente la hibridacidn se
obtiene hacia los bordes de la preparacidn. Es necesario realizar
estudios mds intensos sobre estos aspectos para llegar a tener un
método de rutina en el que se obtengan porcentajes cercanos a 100.

La elaboracidén de filtros de nitrocelulosa para checar la
incorporacién de rucledtidos biotinados en las diferentes sondas
(Figura @a) indica que el problema de la falta ocasional de
hibridacidn no se debe a falta de marcado, sino a fallas en el
procedimiento. En este trabajo se han logrado condiciones dptimas
gue permiten llevar a cako un protocoleo rutinario de hibridacién
In situ con buenos resultados.
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Figura 6. Generacién de seflal no isotdpica en el procedimiento de hibridacidn in situ
utilizado. La sonda es incubada con DNasa I pancredtica para producir cortes o "nicks" al
azar. E1 DNA es incubado Tuego en presencia de DNA polimerasal de E. coli, nucledtidos
trifosfatados (DNTP) y uridina biotinada (Bio-lG-dUgP). La DNA polimerasa I cataliza la
adiciénde residuos nucleotidicos del extremo 5' fosforilo. E1 "nick" es movido o transfe-
rido Tinelamente a To largo del DNA. En presencia de nucledtidos biotinados preexistentes
los nucledtidos no modificados del DNA son sustituidos por biotina (B). Po§teriormente,e1
DNA biotinado y celular son desnaturalizados e hibridizados in situ. Los hibridos son de-
tectados con el complejo avidina-bigtina-peroxidasa. E1 complejo avidina-biotina tiene
una constante de afinidad alta (102 M-1) que mantiene la unién estable. La enzima peroxi
dasa actda sobre su sustrato Hp02 y en presencia de diaminobenzidina (DAB) como donador
de electrones, se produce un precipitado oxidado oscuro. E1 tetradxido de osmio (0s04)
aflade mayor contraste a la preparacidn. Al final, el producto de la reaccién, en forma de
precipitado, indica los Tugares de hibridizacién in situ.
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Sonda

*_rDNA de rata (p59)
*_gene U3snRNA humano

Tipo celular Tratamiento Fijacidon
*_Paraformaldehido
al 47% 4-15 min

*-PtK, (marsupial)*-4 pg/ml de
*_NRK (rata) * Actinomicina D

fragm. HinfI (codif.) *_HeLa (humano) 24 hs -Sol. A de Carnoy
" III(codif.) -No 5 min
% HI (flang.) -Formaldehido al
*_y3snRNA (hebra no transc.) 47 15 min

*_gene rRNA 5S de himster
*_gene U6snRNA de ratdn

-No
Permeabilizacidn Desnaturalizacion Mezcla de hibridacidn
*_etanol al 70% 10 min *-NaOH 0.07 N 15 seg- *_50% de formamida
-acetona al 100% 3 min 10 min *_0.2% de BSA

=20°C
-lpg/ml proteinasa K

- HC1 0.1 N 20 min
-0.1X SSC 100°C 15-

*_-10 mM de VRC
*_2%X SSC

15-20 min 37°C 180 seg *_10% de sulfato de dextran
-Tritdn X-100 0.2% -50% de formamida/2X
5 min SSC 60°C 10 min +

-60% de formamida/2 x
1074 M EDTA pH 8 55°C
4 min

-90% de formamida/0.1X
SSC 65°C 2.5 hs

*_sonda desnaturalizada

*_DNA de esperma de salmdn

X _Formamida
(calentar a 90°C 10 min, en-
friar sobre hielo)

*_DNA de esperma de salmén
y/o
-Tritdén X-100 al 0.2%

Condiciones de hibridacidn

Concentracidon  tiempo_ temperatura
-0 *_4-24 hs*-37°C
*_4-166 ng por
muestra
*_gobre parafilm ---sellado -calentado 3 min a 80°C *en bafio deX-en camara de
—-sobre vidrio -*no sellado *-no calentado agua incubacidn
-en plancha *-con amortigua-
caliente dor(atm.)
-sin amortigua-
dor

Lavados de posthibridacidn

Deteccidn

% de células hibridizadas

-50% de

formamida/2X SSC 37°C

-Complejo ABC -1-16% (% del area del cu-

30 min y/o *_nuevo breobjetos con hibridacidn)
-50% de formamida/lX SSC 37°C -antiguo
30 min y/o -Fosfatasa alcalina
-1X SSC 30 min y/o -Quimiosonda
*_PBS 10 min
Figura 7. Diferente condiciones ensayadas para la hibridacidn n 44fu.Se marcan con

* las meiores rondicrianan



Figura 8. Efecto de diferentes agentes desnaturalizantes sobre el porcentaje de células hibridizadas
in situ. Cada cuadro representa un cubreobjetos sobre el cual crecieron células NRK en monocapa hasta

ITegar al estado de confleuncia. E1 drea sombreada indica la zona del cubreobjetos que contieng célu-
las hibridizadas con 1a sonda de rDNA. E1 porcentaje es el drea del cubreobjetos ocupada por celulas
que resultaron positivas a la hibridizacidn molecular in situ. a) 0.07 N NaOH 3 min, 16%; b) 0.07 N
NaOH 4 min, 12%; c) 0.07 N NaOH 5 min, 10%; d) 0.1X SSC 100 C, 30 seg, 11% e) 0.1X SSC 100 C, 60 seg,
4%; f) 0.1X SSC 100 C, 180 seq, 1%; g) 0.2 N HC1 20 min, 4%; h) 90% formamida/0.1X SSC 65 C, 2.5 h,

14%; i) 60% formamida/ 2 X 10 M EDTA, oH 8.0, 55 C 4 min, 5% j) 50% formamida/2X SSC, 60 C,10 min,
15%.

6E
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CELULAS, NUCLEOLOS AISLADOS, CROMOSOMAS

PBS (3X)

PARAFORMALDEHIDO FRESCO AL 4%
) EN PBS, 5-10 min
ACETONA AL 1007~ -

3 ACETONA AL 100%

5 min -20°C
PBS 10 min (3X)

1000 U/ml DE DNasa I
2 h 20°C

-20°C 3 min_ ETANOL AL!OZ 10 min

PBS 10 min (2X). =3 PBS 10 min

100 pg/ml de = TRIS-HC1 0.2 M, pH 7.4/ GLICINA 0.1 M 10 min PBS 10 min (3X)
RNasa, 1 h°

37°C , ,NaOH 0.07 N 45 seg-3 min

ETANOL HELADO AL ETANOL HELADO AL 70% 5 min (2X)

70% 5 min (2X)

3 ETANOL HELADO AL 95% 5 min (2X)
ETANOL HELADO AL

95% 5 min (2X) SECADO AL AIRE

SECADO' AL AIRE HIBRIDAC I ON ey
37°C, 18 hs
PBS 10 min

2 yg/ml DE COMPLEJO ABC EN PBS, 1 h 37°C.
PBS 10 min
DAB AL 0.1% EN PBS/0.02% DE H20

PBS 5 v'n
Y

0s04 AL 1% 1 h

[

AGUA DESTILADA (5X)

ETANOL AL 25% 3 min

S

ETANOL AL 70% 3 min

-

ETANOL AL 9

-~

ETANOL AL 95% 3 min 0.27% de BSA
10% de sulfato de dextran

(HERVIR 10 min, ENFRIAR SOBRE
XILOL 5 min HIELO RAPIDAMENTE, AGREGAR)

ETANOL AL lg)% 2 min (2X)

MONTA!

FILTROS DE NITROCELULOSA -aff—

MEZCLA DE HIBRIDACION

! 1 rg/ml de DNA de esperma de
ETANOL AL 50% 3 min saimdn, cortado

0.3 ug/ml de sonda (varia)

50% de formamida
% 3 min =1 2x ssc

"NICK TRANSLATION" CON
NUCLEOTIDOS BIOTINADOS

- (BIOTIN-16-dUTP) DE LAS

! SONDAS :

rDNA de rata (p59)

gene U3snRNA humano
fragm. HingI (codif.)
fragm. HaeIII(flang.)
fragm. BamHI (flang.)

U3snRNA (hebra no tramsc.)

gene rRNA 55 de hZmster

gene UbsnRNA de ratdn

‘ir“f—————————_

Figura 9. Protocolo de la técnica de hibridacidn 4n 4{fu seguido en el presente
trabajo. El tratamiento con enzimas es opcional, asi como la permeabiliracidn con
acetona o con alcohol etilico. El1 calentamiento de la mezcla de hibridacidn depen-

de de la sonda utilizada.




Biotinacion

gene Hinf [ Hinf I
U3snRNA o —-}—isl—o-

Hinf 1 Haelll
-280 -5 -

BamHL Bam HIL
-1200 -390 "

EcoRlI infl

-240 +250

1 _ﬁ____l—

Y

EcoRl EcoRl
: :F________J---.y________q:
UisnRNA -200 +236
BamHI BamHI
5STRNA g lesaiedal * 7—L
-1500 +500

Figura 9a. Sondas génicas moleculares biotinadas por "nick translation" (135)
y adheridas a filtros de nitrocelulosa por el procedimiento de "dot-blot" (78).
A la derecha se representan los fragmentos de restriccidn utilizados en los
filtros. La flecha representa la regidn génica que puede ser transcrita. La
sonda se adhiere a los filtros y se pone en evidencia con el complejo ABC des
crito en Materiales y Métodos. a) Control, la sonda del gene para el U3snRNA
no fué biotinada; b-d) gene humano de U3snRNA; e) pseudogene humano de U3snRNA;
f) gene de UlsnRNA humano; g) gene de rRNA 55 de hdmster sirio. No todas las

sondas fueron utilizadas para hibridacidn ni todas las sondas fueron ensayadas
en filtros.
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Especificidad de la técnica de hibridacidn in situ. Fara 42
confirmar que nuestro procedimiento de hibridacidn /» siéu

detecta secuencias de rDNMA, se hicieron digestiones enzimaticas
previas a la reaccion de reunidn de las cadenas. En la Fig. 10 no
se llevd a cabo pretratamiento alguno v el producto de la

reaccidn de la peroxidasa, especifico para rDNA, se observd en un
sitio preciso dentro de cada nucléolo. No se encontrd marca en el
nucleoplasma ni en el citoplasma. Cuando se utilizd DNasa

{(Fig. 10 b), no se encontrd el producto de la reaccidn en las
ceélulas, aungque éstas mostraron los nucléolos bien fijados. En la
Fig. 10 c, las ceélulas fueron pretratadas con RiHasa A v la sedal de
hibridacidn fue similar a la de la Fig. 10 a. La ausencia de un
patrdn de marcado ribosdmico en el citoplasma, demostrd que las
condiciones de hibridacidn resultaron en la formacidn de hibridos

Figura 10 a-c. Digestiones con nucleasas que

‘demuestran la especificidad de la hibrida--

cidn 4n 4itu para detectar hibridos de rDNA-
rDNA en los nucléolos. a) Control, sin enzi-
mas, b) DNasa, c) RNasa. Las cabezas de fle-
cha indican los nucléolos. Se nota la ausen-
cia de marca en las células NRK tratadas con
DNasa. Campo claro. La linea representa 5 pm.

tipo rDNA-rDNA v no rDHNA-rRNA. Por lo anterior, las siguientes
evidencias apovan el hecho de se estan detectando hibridos de
rDMNA-rDNA: 1) La DMasa, pero no la RFMasa previenen la hibridacion
(Fig. 10 b, €); 2) la hibridacidn de rDHA es estyictamente
nucleclar v no citoplasmica (como en el caso del rRMNA evidenciado
por media de la técnica de azul de toluidina) (Fig. 12); 3) el
nimero de NORs cromosdamicos (7?%) en rata es igual al ndmero de
sitios de hibridaci®n en cromosomas metafasicos (Fig. 11).

rDNA DURANTE LA MITOSIS

Distribucion de rDNA durante la mitocsis por wedio de hibridacion
in sifv. Posteriormente, gueriamos establecer la localizacidn
precisa del rDNA durante la mitosis v compararla con la
distribucion de proteinas nucleolares espectficas. La Fig., 11
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muestra la localizacidn de secuencias de rDNMA en células NRK
durante la mitosis. Un ndcleo interfasico tipico tiene 3
nucléolos marcados (Fig. 1ia, cabezas de flecha). En 2 de ellos,
la marca aparece como una pareja en dominios discretos. En
profase (Fig. 11b), cundo los nucléplos se estan dispersando, se
abssrvaron 2 pares de puntos (cabezas de flecha) en los sitios
probable=z de los MORs. En metafase (Fig. 1ic), la seral de
hibridacidn == presentd en 6 regiones diferentes (cromosomas),
alineadas sokre 1s placa metafasica, correspondientes a los 6
MORs de las células de rata (?9). En la anafase (Fig. i1 d), 1la

13

Figura 1la-h. Hibridacidn molecular {n 4{fu no isotdpica en microscopia de luz con
una sonda biotinada de rDNA de rata contra el rDNA de células NRK durante la mito-
sis. a) Interfase, b) profase, c) metafase, d) anafase, e-h) telofase, correspon--
dientes a la etapa de PNBs de la nucleologénesis. El producto de reaccidn de la pe
roxidasa es igual, en general, al niimero y posicidn de los 6 NORs en la rata (fle-
chas y cabezas de flecha). Se nota la ausencia de marca en los sitios que corres—-
ponden a los PNBs en telofase. Campo claro. La linea representa 5 um.

marca fué vista sobre las cromatidas hermanas. Durante la
telofase (Fig. 11 e), las areas de hibridacidn {(cabezas de flecha)
indican los sitios de la construccién nucleolar durante la
nucleologénesis. La marca estuvo ausente 2n los cuerpos
prenucleolares, excepto en los MOR-PNMBs (comparar con la Fig

13e) .

Distribucidn de rRNA durante la mitosis. Para confirmar gue los
experimentos de hibridacidn 1»n situ hablian detectado rDMA v no
rRHNA, algurnas celulas fueron tefidas para RNA con azul de
toluidina alcohédlico a pH &cido. Esto nos permitid comparar la
distribucidn de rRMA v rDMA durante el ciclo celular. La Fig. 12
muestra el patrdn de tincidn en células NRE durante la mitosis.
En células interf2sicas (Fig. 12 a), 1a tincidn ocurre
principalmente en el citoplasma v en los nuclépolos. La masa
rnucleolar no fueé tedida homogéneamente, como lo muestra la
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presencia de areas claras (cabezas de flecha) que indican

ausencia de colorante. Estas areas tienen un patrdn punteado v
pueden representar a los FCs (1531). Con esta técnica, la mayoria
del RNA detectable puede ser rRNA puesto que sdlo £l nucleéolo y
el citoplasma son terdidos muy intensamente. En protfase (Fig. 12b).
la tincion se distribuyd en el citoplasma, pero una parte del
colorante se depositd entre los cromosomas en condensacion
(cabezas de flecha). En metafase (Fig., 12 ¢), la tincion fue muy
intensa, particularmente alrededor de la masa cromosamica )
{cabezas de flecha). En anafase (Fig. 12 d), la tincidn se localizo
en la interzona de cromosomas en separacién (cabezas de flecha)l.

Durante la telofase (Fig. 12 e), la tincidn se restringid al
citoplasma v nho se detectd en la masa cromosomica descondensante.

Figura 12a-e. Tincidn con azul de toluidina alcohdlico-dcido en células NRK duran
te la mitosis. a) Interfase, b) profase, c) metafase, d) anafase, e) telofase. La
tincidn se restringe al citoplasma y al nucléolo (cabeza de flecha en a). En prof
se, la tincidn se localiza en el citoplasma y entre los cromosomas en descondensa
cidn (cabezas de flecha). En metafase, la tincidn estd distribuida alrededor de 1
cromosomas y como una envoltura bien definida, mientras que en anafase se observa
como una interzona.entre las células hijas (cabezas de flecha). Durante la telofa-
se, la tincidon ocupa el citoplasma, como en las etapas previas. No se pudo detec--
tar tincidn alguna en los PNBs con esta técnica. Campo claro. La linea representa
5 uym.

Localizacidrn de proteinas Ag-NOR durante la mitosis Fuesto gue
nos interesaba conocer las asociaciones precisas entre =1 rDNA »
proteinas rnucleolares especificas durante la inactivacion ¥
reactivacidn de la transcripcidn ocurridas durante la mitosis,
decidimos uwtilizar la teécnica argentica para HOR (Ag-MOR) como
marcador de los genes ribosdmicos activos (103}, En la inter fase
(Fig 13 a), fud evidente la pressncia de un patrdn puntiforme en
cada nucleolo, lo cual indicd la presencia de varios FCs. Cuando
el nucléolose disgrega en profase (Fig, 13 b), los depdsito- de
plata s= restrirngieron a los MORs v obtuvieron un tamaro wminimo
en metafase (Fig., 13 c) v anafase (Fig. 13 d). Los depdsitos de
plata aparecieron como tres parejas de puntos bien deftinidaos

sobre la placa metaftisica, los cuales se sgpararon
subsecuentemente pars dar lugsr a 3 NOFP tefidos en cada celula
hija (flechas). Durante la telofase (Fig. 13 4e), los granos de
plata aparecieron en numerosns PMBs (cabezas de flecha) gue se
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fusionaron con los 3 NOR-PNBs teridos mas intensamente
(flechas). Estos se distinguieron de los otros PNBs debido a su
tamafo vy 2 su intensidad de tincidn mayores. El ndmero de NOR-
PMBs tefidos con plata fué igual al ndmero de regiones tenridas
cuando se aplicd la técnica de hibridacidn I/»n siétu, i.e., fué de
3 (Fig, 11 e).

Localizacidn de fibrilarina durante la mitosis. Para caracterizar

mas especificamente cuales protelinas se asocian al rDNA y/o al
rRNA a2 lo largo de la mitosis y de la nucleologénesis, se utilizd

Figura 13a-e. Tincidn Ag-NOR para microscopia de luz en c&lulas NRK durante la mi-

tosis. a) Interfase, b) profase, c) metafase, d) anafase, e) telofase. La marca se

observa en los FCs en interfase y s0lo en los NORs de metafase a anafase (flechas).
Durante la telofase, es caracteristica la aparicidn abrupta de PNBs numerosos (cabe
zas de flecha) y la presencia de "NOR-PNBs" mds grandes (flechas) en este estado de
la nucleologénesis. Campo claro. La linea representa 5 yum.

l1a téecnica de inmunomarcado con anticuerpos contra las proteinas
nucleolares fibrilarina vy RMA polimerasa I. Debido a que la
fibrilarina es gquiza una proteina asociada al rDNA y/o al pre-

rRNA (118), se siguid su comportamiento durante la mitosis y se
compard con el de el rDNA. En células MRK, la fibrilarina se
encontr® en un patrén puntiforme o filamentoso en interfase (Fig.
1% a y ¥, cabezas de flecha). Esta distribucidn fué similar a la de
las proteinas-Ag pero varit con respecto de la distribucidn de

rDNA (Figs. 11 a y 13 a). Durante la profase (Figs. 15 b,9), la
fibrilarina se dispers® en el nucleoplasma, hasta que

virtualmente no pudo detectarse en la metafase (Figs. 15 ¢, h). En
la anafase (Figs. 15 d, i), la fibrilarina aparecid gradualmente en
la superficie de los cromosomas (cabezas de flecha). Durante la
telpofase (Figs. 15 e, j), la fibrilarina tuvo el mismo
compartamiento que las proteinas-Ag y apareciéd en PNBs numerosos
(cabezas de flecha) asi como en los NOR-PNMNBs (flechas).

PR ——
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Localizacién de la RNA polimerasa I durante la mitpsis. Se hizo
inmunofluorescencia con anticuerpos contra la RMA pol I puesto

que'se_sabe gque esta enzima se encuentra en los NORs en

cromosomas' metafasicos vy en los FCs en la interfase (142) vy es
responsable de la sintesis de pre-rRNA. Por ésto, es de

interés determinar su localizacidn durante la mitosis, en relacidn
con su asociaci®dn-con el rDNA.La Fig. 1é ilustra la distribucién de
1a RNA pol I durante la mitosis. En la interfase (Figs. 14 a, f),
se observd un patrdn puntiforme en cada uno de los nucléolos

701
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(N= 221 células)

Figura l4 . Distribucidn de frecuencias
que indica el niimero de nucléolos por
cada cdélula NRK. Aproximadamente el 607%
de la poblacidn celular muestra 3 nu--—-
cléolos en interfase.

(cabezas de flecha). Este patrdn de tincidn fué similar al
observada con tincibn-Ag v fibrilarina (Figs. 13 a y 13 a). En
profase, l1a enzima RNA pol I se distribuyd hacia el nucleoplasma
(Figs., 1é& b, 9). En metafase (Figs. 16 c, h), se observd CcoOmo pares




de puntos en la placa metafésica

ié6 d, 1),

Figura 15a-j. Contraste de fases (a-e)
directa (f-j) de c@lulas NRK durante la
la proteina nucleolar fibrilarina. a, f
d, i) anafase, e, j) telofase. En la inter
filamentoso. De la profase a la metafase,
y,.en anafase, reaparece sobre la superfic

mi
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Figura 16 a-n. Contraste de fases (a-e, k, m) y la correspondiente immunofluorescen-
cia indirecta (f-j, 1, n) de células NRK durante la mitosis, marcadas con un anti-
cuerpo contra la RNA polimerasa I. a-f) Interfase, b, g profase, c, h) metafase,
d, i) anafase, e, j-n) telofase. En la interfase, el pairdon puntiforme refleja la
localizacidn de los FCs (cabezas de flecha). Posteriormente, la RNA polimerasa I se
localiza en los NORs en metafase (cabezas de flecha) y anafase. Durante la telofase
la RNA polimerasa I se asocia con los "NOR-PNBs" (flechas en j) pero no con otros
PNBs (j-n). La linea representa 5 um.

componentes estructurales y, a ciertas dosis, produce PNBs gque se
han- caracterizado en cuanto a algunos de sus componentes

quimicos. Contienen las proteinas nucleolares B23, C23 v
fibrilarina (113,114). Realizando estos experimentos, obtuvimos un
resultado no descrito antes en la literatura.

En la Figura 17 se observan los resultados. En contraste de
fases de células adn vivas (posteriormente mueren) Fig. 17a), el
nucléolo se observa disgregado en 2 cuerpos principales, redondos
v relativamente grandes (cabezas de flecha), y en otros cuerpos
pequenros del tipo de los FNBs (flechas). Las mismas células de
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a)fueron tratadas con la tincidn-Ag b) y se observo que uno de
los cuerpos densos y grandes en a) era tenido muy intensamente
con plata (cabeza de flecha), misrtras gue el otro sblo se teirla
en su centro (cabeza de flecha doble). También se observd la
presencia de una masa homogénea y amarillenta (flecha). Las
mismas cé&lula en b) vy en a) fueron analizadas en contraste de
fases y se notd que los lugares tedAidos con plata eran

J T —

Figura 17. Efecto de la aplicacién de 1 Ng/ml de actinomicina D

durante 24 horas sobre c&lulas PtKy en cultivo. a) En contraste

de fases, el nucl@olo se observa separado en 2 cuerpos redondos,
grandes y densos (cabezas de flecha) y en otros cuerpos pequefios
(flechas). b) Tincidn-Ag de las mismas c€lulas. Uno de los cuer-
pos grandes se tifie intensamente (cabeza de flecha) y el otro sb
lo en el centro (cabeza de flecha doble). Se observa una masa
mds laxa de material ligeramente tefiido (flecha). c) Las mismas

células tefiidas, en contraste de fases. Los cuerpos tefiidos con

plata dan una apariencia birrefringente (cabeza de flecha en uno
de ellos). d) Inmunolocalizacidn de la proteina nucleolar fibri-
larina en las mismas c@lulas. Se tifien las mismas zonas tefiidas

con plata en b), es decir, contienen fibrilarina (cabeza de fle-
cha y cabeza de flecha doble). X 100.

[ P N PP

birrefringentes vy por lo tanto, méds facilmente observables y
distinguibles. El cuerpo denso en &), gue en b) se tifAcd muy
intensamente con plata, mostrd la mayor birrefringencia en c)
{cabeza de flecha). Exactamente las mismas c&lulas fueron
tratadas con un anticuerpo marcado con fluorescelna, contra la
protelna nucleolar fibrilarina, previo a la tincidn-Ag. Los
resultados se observan en d). El mismo cuerpo tefrido
intensamente con plata, birrefringente y denso &n contraste de
tases, contenia 1a mayor parte de 1a fibrilarina (cabeza de
flecha). El otro cuerpo también contenla fibrilarina, pero sélo
en la misma parte central gue fué tedida con plata (cabeza de
flecha daoble).



50

Figura 18. Tincidn de plata especifica para la regidn del
organizador nucleolar (NOR) a) y microscopia de contras-
te de fases b) en c€lulas PtKy de rata canguro, tratadas
con 1 ug/ml de actinomicina D durante 24 horas. En micros
copia de contraste de fases b), las células tratadas con
actinomicina D resultaron en la formacidn de dos cuerpos
densos redondos y de igual tamafio (cabezas de flecha). La
tincidon-Ag en este tipo de cé@lulas resultd en la formacién
de un cuerpo redondo teiiido con plata 2) y un cuerpo ar-
gentafin redondo m3s pequefio 1), rodeado por una zona cla
ra (halo) 3) que daba la apariencia de un "tiro al blanco".
Una masa amarilla 4) a su vez circundaba esta Gltima es--
tructura. X 100.

Localizacidn de proteinas-Aq en células PtKz tratadas con I pg/mi
de actinomicina D durante 24 hs. Enseguida se analizd mads
detalladamente la figura producida por =1 tratamiento con la
droga. En la Figura 18 se observan células PtKEZ? tefidas con la
tincidbn-Ag v en contraste de fases. En b) se notan los dos
cuerpos densos en contraste de fases (cabezas de flecha). En a)
se observa una de las células con las 4 zonas producidas por la
segregacibn nucleolar. Uno de los cuerpos (#2) fué tedido muy
intensamente con plata, es redondo v grande. El otro cuerpo esta
formado por un centro peguefo, redondo y tedido también con plata
(#1), rodeado por un hala claro (#2). Ambas estructuras semejan un
*tiro al blanco" v por ello, fué rnombrado asi. Hay adn otro




Figura 19. Inmunofluorescencia de las proteinas nucleola
res fibrilarina y RNA polimerasa I en c@lulas PtK, trata
das con 1 ug/ml de actinomicina D durante 24 horas. a y
b) Contraste de fases e inmunofluorescencia de la protei
na fibrilarina. Uno de los cuerpos densos en contraste
de fases se tifie intensamente con anti-fibrilarina (cabe
za de flecha doble): el otro sdlo en el centro (cabeza
de flecha). ¢ y d) Contraste de fases y la correspondien
te inmunofluorescencia para la RNA polimerasa I. Solo
uno de los cuerpos densos es positivo con anti-RNA poli-
merasa I (cabeza de flecha). X 100.

elemento que se tife homogéneamente de color amarillo claro y que
raodea al halo, aungque no simétricamente (#4). En el nucleoplasma
también se observan PNBs muy pequefos vy abundantes.

Inmunofluorescencia sobre c&lulas PtKz en cultive, tratadas con
ipg/ml de actinomicina D. Posteriormente se utilizd la técnica de

inmunof luorescencia para corroborar si esos cuerpos &ran
derivados nucleolares o0 no. En la Figura 19 a ¥ b) se observa a
las células en contraste de fases y la inmunolocalizacidn de la
proteina fibrilarina, respectivamente. uno de lps cuerpos densos
en contraste de fases se tife completamente cuando se utiliza
anti-fibrilarina acoplada con fluoresceina (cabeza de flecha
doble). El otro sblo se marca en el centro (cabeza de flecha).

91
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Figura 20. Microscopia electrdnica de células PtK2 tratadas con
1 ug/ml de actinomicina D durante 24 horas. a) Tincidn-Ag que
muestra la marca del cuerpo tefiido densamente (cabeza de flecha)
y del "tiro al blanco" (cabeza de flecha doble). b) Fijacidn con
glutaraldehido y tincidn con acetato de uranilo y citrato de plo
mo, en donde se muestra la morfologia de los 2 cuerpos produci--
dos después del tratamiento con la droga (cabezas de flecha). c)
Inmunomarcado con anti-fibrilarina acoplado a peroxidasa (cabe--
zas de flecha) en los cuerpos nucleolares producidos por el tra-
tamiento con actinomicina D. d) Inmunomarcado coa anti-RNA poli-
merasa I acoplado a peroxidasa (cabeza de flecha) en s6lo uno de
los cuerpos nucleolares producidos por la droga. X 8 000.

En la Fig, 19 € ¥y d) se utilizd un anticuerpo contra la RNA
polimerasa I. S&lo uno de los cuerpos densos en contraste de
fases fué marcado (cabeza de flecha). Ese cuerpo es el mismo que
se tife con anti-fibrilarina.

Microscopla electrdnica, tincidn-Ag para microscopla electronica
e _inmunomicroscopla electrénica de células PtKz en cultivo,
tratadas con ! pg/ml de actinomicina D durante 24 hs. E1
siguiente paso fué el de conocer la composicidn proteica y.la
estructura fina de esoé cuerpos densos, por medio de microscopla
electrbnica. Los resultados se ilustran en la Figura 20. En la
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Fig. 20 &) se utilizd la tincidn-Ag modificada para células en

cultivo y microscaopla electrdnica (49). Uno de los cuerpos se
tike intensamente (cabeza de flecha), en tanto que el otro séleo
se contrasta en el centro, de manera idéntica a como se observéd
con microscopia de luz. La masa amarillenta presenta un
contraste ligero. E1 halo claro no se tiAe con plata. En la

Figura 21. Hibridacidn
molecular {n 4{fu en
células PtKp tratadas
con 1 ug/ml de actino-
micina D durante 24 ho
ras, utilizando una
sonda biotinada de rDNA
de rata. El1 producto de
la reacci6n de la pero-
xidasa se observa sélo
en uno de los cuerpos
redondos producidos por
la droga (cabeza de fle
cha), indicando .que con
tiene rDNA. El1 otro
cuerpo carece de marca,
es decir, de rDNA (cabe
za de flecha doble).
Tanto el citoplasma co-
mo el nucleoplasma son
negativos a la reaccidn.
X 100.

Fig. 20 b) se observa la ultraestructura de ambos cuerpos cuando
se utiliza la técnica estdndar para microscopia electrdnica, es
decir, fijacidn con glutaraldehido y contraste con acetato de
uranilo y citrato de plomo. El cuerpo que se conirasta caon plata
es de naturaleza fibrilar (cabeza de flecha) y homogéneo. El otro

Sl e



cuerpo es fibrilar en la periferia (halo claro, cabeza de flecha)
y poco denso a los electrones en su centro. La masa amarilla es
de naturaleza granular.

En la Fig. 20 c) se utilizd inmunomicroscopia electrdnica con
anticuerpos marcados con peroxidasa, contra la proteina

F1gura 22, Localizacion del gene para el U3snRNA humano en
células HelLa, por medio de hibridacidn molecular in sifu
con el fragmento de restriccidn Hinf{I biotinado. La marca
se observa exclusivamente en ciertas zonas del nucléolo
(cabezas de flecha) cuando no hay tratamiento enzimdtico
prev1o ayb). En c), se hizo un tratamiento previo a la
reaccidén de hibridacidn, con 100 ug/ml de RNasa A durante
1 hora a 37°C; la marca se observa en los nucl@olos (cabe-
zas de flecha). d) Cuando se utiliza DNasa I a una concen-
tracién de 1000 U/ml previo a la hibridacidn, la marca no
se observa en las células. Sin embargo, la enzima no dafa
la morfologia nucleolar. Campo claro, X 100.

fibrilarina. Uno de los cuerpos se contrasta completamente,
aunque se observan espacios debido a la preservacién ineficiente
del material dada la teécnica (fijacidn en formaldehido) (cabeza
de flecha a la derecha). El otro cuerpo se contrasta sélo en una
regibn, de igual forma como ocurrid cuando se observd con
microscopia de luz. No hay marca en el nucleoplasma.

En la Fig. 20 d) se observa la inmunolocalizacion al
microscopio electrénico tuando se utiliza un anticuerpo contra la
proteina RNA polimerasa I. So6lo el cuerpo positivo a la plata y a
la antifibrilarina, es positivo también para la anti-RNA
polimerasa I (cabeza de flecha). Los espacios corresponden
seguramente a la mala preservacién de la muestra debido a la
fijacibn.

Hibridacidn molecular in situ con una sonda de rDNA biotinado de
rata, contra celulas PtKz en cultivo, tratadas con 1| /ml_de
actinomicina D durante 29 hs. Enseguida, se investigd la
distribucibn de l1os genes ribosdmicos en células tratadas con la
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Figura 23. Localizacidn del gene para el U3snRNA humano en células PtK, por medio de <
hibridaci6n molecular 4n 84{fu, con un fragmeato HingI biotinado. a) Aumento bajo de

la zona de hibridacidn. La marca ocurre en casi todas las células y es muy intensa,

pero estrictamente nucleolar. b y c) Campo claro y el correspondiente contraste de

fases de una zona en a), a mayor aumento. Las zonas discretas en b) (cabezas de fle

cha), corresponden a los nucléolos, como se observa en c¢), en donde se marca el 1i-

mite de los niicleos con cabezas de flecha grandes. a X 10; b y ¢) X 100.

droga, mediante la técnica de hibridacidn in situ, utilizando un
segmento de la reqibn codificante del rDNA de rata, previamente
biotinado. Esta sonda forma hibridos con el rDNA de otros
mamlferos puesto que la regidn codificante se ha conservado
durante la evolucibn de este grupo. Asi, las células PtKa de
marsupial efectivamente formaron tales hibridos. En la Figura 21,
se observan los resultados. Sédlo una de los cuerpos fué marcado
con este procedimiento (cabeza de flecha). El otro cuerpo no
contenia cantidades apreciables de rDMA (cabeza de flecha doble).
Ese cuerpo corresponde, segin nuestras observaciones, al mismo
cuerpo que contiene fibrilarina, RNA polimerasa I y las
proteinas-Ag.

LOCALIZACION DEL GENE U3snRNA

Laocalizacidn del gene para el U3snRNA en células HelLa en
interfase, por medio de hibridacit molecular in situ. Para




Figura 24. Hibridacidn molecular 4n 44{{u con
sondas biotinadas del gene U3snRNA humano so
bre nucléolos aislados del hepatoma de Novi-
koff. A-D) Campo claro y el correspondiente
contraste de fases en la columna derecha. A)
Control negativo; la solucidn de hibridacion
no contenia sonda de DNA. Los nucléolos se
marcan con flechas. B) Control positivo; hi-
bridacion con'el plasmido p59 (rDNA). La mar
ca aparece en los nucléolos (flechas). C) Hi
bridacidn con el fragmento HimfI (regidn co-
dificante) del gene para el U3snRNA; la mar-
ca aparece en ciertas zonas del nucléolo
(flechas). D) Hibridacidn con una sonda de
la regidn adyacente a la secuencia codifican
te, por detrds del sitio de iniciacidn de la
transcripcidon. La marca alin se puede observar
en los nucléolos. X 100.
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conocer la regulacién de la expresidn de un gene especifico, uno

de los aspectos que es necesario investigar primero es su
localizacidn subcelular. E1 U3snRMA es el =nRNA mds abundante en
el nucléolo. Debido a que no se ronncia la ubicacidn del gene gue

Figura 25. Caracterizacidn citoquimica de los nucléolos
aislados. a) Contraste de fases de células vivas de he-
patoma de Novikoff. Los nucléolos son grandes y de for-
ma irregular (flechas). b-f) Campo claro. b) Tincidn-Ag
de los nucl@olos aislados. Las flechas sefialan la tin--
cidén de elementos de tamafio similar al de los nucléolos
en a). Las cabezas de flecha dobles indican las regiones
del nucléolo que se marcan (FCs). c¢) Tincidn con azul de
toluidina para RNA. Los nucléolos se tifien intensamente
(flechas), salvo en algunos espacios que son claros (do-
ble cabeza de flecha) y apenas perceptibles (FCs). d)
Tincidn con azul de toluidina para DNA (Feulgen modifica
do). Los nucléolos son negativos (flecha) pero se obser+
va material tefiido alrededor de ellos (cabezas de flecha)
que corresponden a cromatina perinucleolar. e) RNasa-a-
zul de toluidina para RNA. Los nucléolos no se tifien
(flecha). f) DNasa-azul de toluidina para RNA. La enzima
no elimina el material nucleolar principal (flecha). X 100

lo produce, se estudi® este aspectao por técnicas de hibridacidn
in situ. En la Fig. 22 se ilustran los resultados obtenidos con
una sonda de del gene U3 humano, hibridizado sobre cé&lulas Hel.a.
En a vy b) se observan las marcas de la hibridacidn en los
nucléolos, va sea en células mononucleoladas (a) o
multinucleoladas (b). En c) se utilizéd RNasa previamente a la
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hibridacién. Los resultados indican que los hibridos formados son
del tipo DNA-DNA. Sin embargo, cuando se utilizan 1000 U/ml de
DNasa por 2 hs a 372C, la marca es evitada, indicando que los
hibridos formados seAalaban la localizacidn del gene. Ni la RNasa
ni la DNasa alteran en gran medida la morfologla nucleolar.

Figura 25, (Continuacidn). Ultraestructura de los
nucléolos aislados, tefiidos con acetato de urani-
lo y citrato de plomo. G) Aumento bajo en donde
se observa que los nucléolos no son los {inicos e-
lementos de la fraccidn utilizada. Se notan los
nucléolos (flechas) y residuos de cromatina adya-
cente (cabezas de flecha). H) A mayor aumento, se
observan los elementos estructurales caracteristi
cos del nucléolo y la cromatina adyacente (Chr).
DFR, regidon fibrilar densa; FC, centro fibrilar;
G, regidn granular.

Localizacifin del gene para el U3snRNA en células PtKz en
interfase, por medio de hibridacién molecular i/n situ. Debido a
que la sonda génica molecular utilizada correspondia a un
fragmento de restriccibn que incluia la regidn codificante del
gene, va que éste se ha conservado durante su evolucidn (158), se
realizd hibridaciodn 7» sifu en otro tipo celular. Se utilizaron
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Figura 25. (Continuacidn). Ultraestructura de
uno de los nucl@olos aislados. Después del pro
cedimiento, los nucl@olos conservan sus elemen
tos caracteristicos, que aqui se notan clara-
mente. Las siglas son las mismas que en la fi-
gura anterior. Acetato de uranilo-citrato de
plomo. X 8000.

células PtKz mononucleoladas, de marsupial. los resultados se
observan en la Fig 24. En a) se observa que la marca sdlo se
localiza en el nucléolo y que el porcentaje de células con
hibridos en el campo del microscopio es alto. b) A mayor aumento,
con campo claro, se distinguen marcas en zonas discretas (cabezas
de flecha), que al observarse en contraste de fases (¢),
demuestran ser nucléolos (cabezas de flecha chicas), dada su
localizacidn en el interior del nicleo (cabezas de flecha grandes).



Figura 26 . Contraste de fases de cro-
mosomas metafdsicos de linfocitos hu-
manos luego de la hibridacidn 4n s4fu
con la sonda génica correspondiente al
fragmento Hingl (regidn codificante)
del gene U3snRNA humano. La marca,(ne
gra en campo claro, brillante aqui) se
localiza en diferentes regiones en di-
ferentes preparaciones cromosOmicas
(cabezas de flecha). Sin embargo, la
sefial se observa en log brazos largos
de dos cromosomas grandes, en o cerca
de los teldmeros. La marca no.se obser
va en las constricciones secundarias
de los cromosomas acrocéntricos. X 100.

.ocalizacidr del gene para el [J3snRMA en nucléﬂloé aiélados, por
edio de hibridacifén molecular 7/» situ. Para conocer si el gene
analizado es o no intranuclear, se aislaron nucléolos del
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Figura 27. Localizacidn del gene para el U6snRNA en c&lulas interfisicas PtK,
por medio de hibridacién 4n 44{fu. Las c@lulas fueron tratadas con RNasa pre-—
vio a la hibridacidn. La sonda es la region codificante del gene de ratdén. La
marca es nucleopldsmica, como se aprecia en varias células (cabezas de flecha).
N, nl@icleo; n, nucléolo. Campo' claro, X 100.

hepatoma de Movikoff de rata y se trataron con la técnica de
hibridacidn i/n situ con diferentes saondas génicas.La Figura 24
muestra en la columna de la izquierda, los resultados obtenidos,
en campo claro (A-D). En la columna de la derecha se observan los
correspondientes contraste de fases. A) Control negativo. Los

. l
l

Figura 28. Localizacidn del gene para el rRNA 58 en c€lulas interfdsicas PtKj
por medio de hibridacidn 4n 44fu. La sonda es la regidon codificante del gene
de hamster chino. a) Campo claro, X 100. La marca es nucleolar (cabeza de fle
cha). b, ¢) Campo claro y el correspondiente contraste de fases para observar
detalles de la célula. La marca es nucleolar (cabeza de flecha). d, e) Contras
te de fases de c€lulas tratadas previamente con RNasa. La marca es menos inten
sa pero estrictamente nucleolar (cabeza de flecha).

wuclé&plos fueron hibridizados con la mezcla de reaccidn pero sin
sonda génica. Los nucléolos no presentan marca (flechas). En B)
se uso una sonda de rDMNA como control positiva. La sonda
utilizada fué e1 plasmido p59. Los resultados indican que la
marca es nucleolar (flechas). En €C) se uso el fragmento #in#l
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(regidn codificante) del gene U3snRNA como sonda. La marca es
nucleolar (flechas). En D) se usd una sonda que contenia la
regidn adyacente del gene (fragmento BamHI) para el U3snRNA.
Curiosamente (debido a que la sonda utilizada provenla de humano
y los nucléolos de rataj la regidn g9énica utilizada no esta
conservada entre las especies), los nucléolos mostraron
hibridacién (flecha) aunque en zonas restringidas, como en el
caso anterior.

Para comprobar la pureza de las fracciones nucleolares
aisladas y la preservacibn de sus elementos estructurales, se
realizaron pruebas citoquimicas v uvltraestructurales. Los
resultados se observan en la Fig., 25 a-i). En a) se observan, en
contraste de fases, las células vivas con sus nucléolos
prominentes y de forma irregular (flechas). Una vez aislados, los
nucléolos fueron analizados para confirmar su origen vy
naturaleza. En b) se utilizéd la tincidn-Ag. La reaccidn ocurrid
en los nucléolos (flechas) y en su mayoria, en regiones discretas
(cabezas de flecha dobles) que corresponden a los FCs y a la DFR.
Con la técnica de azul de toluidina para RNA (¢), los nucléolos
se tiferon intensamente (flecha), pero algunas zonas no fijaron
el colorante (cabeza de flecha doble). Estas zonas claras
corresponden a los FCs (151). En d), los nucléolos fueron teAidos
con la técnica de azul de toluidina para DMA (Feulgen
modificado). Los nucléolos fueron negativos (flecha) pero
mostraron una zona de cromatina adyacente (cabezas de flecha). En
@), se utilizd RNasa a una concentracion de 100 pg/ml durante 1 h
a 372C, sequida de tincion para RNA con azul de toluidina. Los
nucléolos (flecha) no se tiAen pues el RNA fue eliminado. En #)
se utilizd DNasa vy se hizo tincidn con azul de toluidina para
RNA. Los nucléolos (flecha) se tiden, indicando qu la enzima
elimina el DNA pero no altera los elementos ribonucleoproteicos.

La ultraestructura de las fracciones nucleolares utilizadas
indicd l1a presencia de impurezas, como los fragmentos de
cromatina adyacente al nucléolo Fig. 25 6 (Centinuacidn, cabezas
de flecha), aunque los nucléolos fueron preservados adecuadamente
(flechas). A mayor aumento (H) se observan las impurezas (Ch)
pero los nucléolos adn conservan elementos estructurales como la
regibn fibrilar densa (DFR), los centro fibrilares (FCs) y la
regibn granular (G). Los nucléolos puros (Fig. 25 I
(Continuaciédn)) muestran igual conservacion de elementos
estructurales caracteristicos de este organelo.

Localizacidn del gene U3snRNA en cromosomas metafisicos humanos,
por medio de-hibridacidn molecular i/n situ. Con el objeto de
conocer si el gene humano para &l U3snRNA se encuentra asociado a
genes nucleolares a lo largo de todo el ciclo celular, se estudid
la localizacién del gene en cromosomas metafdsicos humanos de
linfocitos estimulados. Los resultados de la técnica de
hibridacidn /» situ con una sonda del gene correspondiente a la
regibn codificante (fragmento #infl) se muestran en la Fig. 26.
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La sefal de hibridacidn se observa en regiones distintas a los
sitios correspondientes a los organizadores nuclealares (NORs),
lugar en donde se localizan los genesdel rDNA. Estos wltimos se
encuentran en las constricciones secundarias de l1os cromosomas

acrocéntricos (48). Mo se ha determinado adn la regidn cromosémica .

especifica en ddnde se localizan los genes U3 en humano.

Con =1 objeto de utilizar un control positivo para la
deteccidn del gene U3snRMA, se llevd a cabo la técnica con una
sonda del gene para el U&snRNA de ratdn en células PtKz. los
resultados se ilustran en la Fig. 27. Como resulta claro, el gene

es nhucleoplésmico. ,

Otro control positivo utilizado fué el gene para el rRNA 55 de
hadmster chino. Los resultados fueron inesperados pues, al igual
que el gene para el UésnRMA, #ste habla sido reportado como
nucleoplismico v, en metafase en los teldmeros de la mayoria de
los cromosomas (121,133). La Fig. 28 muestra la localizacion
nucleolar del gene para el rRNA 55 de hdmster chino, en células
PtKz. Los resultados presentes, sin embargo, concuerdan con los
reportados recientemente en la reunibn anual de la Sociedad de
Biologia Celular de los Estados Unidos (72a). Ahi se reporta la
asociacidn estrecha de estos genes con el nucléolo.

AAA Bma
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DISCUSION

HIBRIDACION IN SIT7U

Varias evidencias apoyan la especificidad de la deteccidn de
hibridos rDNA-rDNA: 1) la DMasa y no la RMasa elimina la marca,
2) la tincidn-Ag vy la localizacidn de RNA pol I semejan la
posicidn del NOR durante la wmitosis, de igual manera como lo
hace 21 rDNA, 3) el marcado es estrictamente nucleolar v no
citoplasmico o nucleoplasmico como en el caso del rRNA, cuando se
utiliza la técnica de azul de toluidina. E1 rRNA se comporta de
la misma manera que la vaina de snRNP alrededor de los cromosomas
(152) y no como el NOR. Es posible que 21 rRNA no haya sido
detectado, debido quiza a que esta unido fuertemente a proteinas
desde que esta siendo sintetizado (é1). En los ribosomas 1o
protegen gran cantidad de proteinas, en tanto que el rDNA en el
nucléolo se encuentra en una configuracidn extendida vy no
nucleosomal (37,38), lo cual facilita su desnaturalizacidn vy
posterior hibridacién, 4) El nimero de NORs en rata es igual al
nimero de sitios de hibridacidn en metafase. Debido a que no hay
reportes sobre la distribucién de rDMNA durante la mitosis por
medio de hibridacidn molecular /n situ, salvo el de Manuelidis en
1985 (94), el cual es incompleto, esta parte de la tesis se
enfocd en ese aspecto. 4 '

En 1o que se refiere a 1os NORs, 1a metafase y la telofase
resultaron ser puntos claves. En rata, hay 3 cromosomas con
secuencias genicas rDNA (79). Esto significa que debe haber
4 sitios en telofase puesto que cada cromatida hermana contiene
tales secuencias. Pera, debido a que en metafase se presentan
ademas cromosomas homdlogos, era de esperarse que la hibridacidn
in situ pusiera de manifiesto 12 sitios, si 12 resolucidn era lo
suficientemente buena. En efecto, se pudieron detectar &6 sitios
de hibridacidn alineados en la placa metafasica, cada uno de
ellos correspondiendo muy probablemente a pares de cromatidas.
Por otro lado, la tincidn-Ag puso de manifiesto sédlo 3 pares de
sitios en metafase, lo cual implica el marcado de 3 sitios
cromosdmicos o 3 cromitidas; las otras 3 cromatidas de los
homdlogos no han sido marcadas debido quizd a que sus NORs no
fueron activos en la dltima interfase premitdotica (103).

Estas observaciones nos llevaron a investigar el nimero de
nucléolos que pueden formarse a partir de & NORs en las células
NRK. El histograma de la Figura 14 indicd que 1a mavoria de las
células son capaces de construir 3 nucleéolos interfasicos. Esto
sighifica que solamente 3 NORs son activos o gque cada 2 de ellos
se fusionan para formar un solo nucléolo, fendmeno que ya ha sido
observado varias veces (21). Como la tinciédn-Ag detecta 3 NORs
en metafase y anafase, podemos aceptar la primera opcidn, 0o una



combinada en la que un nucléolo contiene 2 NORs, uno activo y el
ptro inactivo. Nosotros hemos visto 1 o 2 sitios marcados en
interfase en nucléolos individuales. Otra posibilidad seria la de
encontrar rDNA extranucleolar, gue indicaria la presencia de
genes inactivos. En este trabajo no se encontrd marca fuera del
nucleéolo.

La distribucidn de RNA pol I semeja la de la tincidn-Ag mas
que la del rDNA durante la mitosis: La fibrilarina no es
detectable en metafase, aunque se ha reportado anteriormente su
presencia en el NOR de celulas PtKz (114).

Ademds de la especificidad de la técnica, se observd que las
condiciones utilizadas para desnaturalizar e hibridizar no
destruyen la morfologia celular. Asi que es posible suponer que
los subdominios nucleolares no estan siendo alterados
estructuralmente de manera importante.

Basados en la especificidad de la técnica, nuestros resultados
indican que 1 rDMA se localiza en los NORs a lo largo de la
mitosis, como se esperaba. Ademis, se ha mostrado evidencia de
que: a) en interfase, el rDNA no ocupa todos los FCs, y tal vez
ni siquiera toda la regidn fibrilari b) 1a hibridaciodn i/n situ,
comparada con la tincidn-Ag9 y la distribucidn de la RNA pol I,
detecta el nimero real de NORs en wmetafase, 7.e., el doble. c)
Durante la nucleologénesis, los PNBs no
contienen cantidades detectables de rDNA ni de RNA pol 1. La
totalidad de =stos elementos se mantiene en los "Nor-PNBs", junto
con algo de las proteinas-Ag y tal vez una pequerna cantidad de
4ibrilarinai otro PNBs si contienen fibrilarina y proteinas-Ag.
Esto implicaria gue la RNA pol I no es una de las proteinas
responsables de la tincidn-Ag, como ya se ha propuesto antes
(164a). La proteina C23 (22) o la fibrilarina podrian ser
entonces las responsables de tal tincidn.

rDNA DURANTE LA MITOSIS

Quiza no todos los FCs de los nucléolos interfisicos de ceélulas

NRK contienen rDNA. Cuando se compard el patrdn de marcado para
rDMA con el patrdn para RMA, tincidn-Ag, fibrilarina y RNA pol 1
en metafase, se obtuvo un resultado imprevisto! el rDNA estaba
restringido a una o 2 areas discretas en cada nucléolo, mientras
que la plata y la RNA pol I mostraban un patrén punteado,
correspondiente a los FCs. La presencia de 1| o 2 sitios para rDNA
puede indicar wna diferencia en la etapa del ciclo celular.

La fibrilarina también mostrd un patrdn punteado, aungue la
mayoria de las veces se presentaba como una hebra gruesa que
semeja la estructura nucleolonemal.

La presencia de un patrdn punteado de areas claras en
nucleéolos ternidos con azul de toluidina alcohdlico-acido, sugiriad
nuevamente la presencia de numerosos FCs carentes de RNA.

Estas observaciones se contraponen a los resultados
encantrados por otros autores utilizando autoradiografia
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ultraestructural con [®HIUr (1462) v técnicas especificas (37),
exclusivas (2,128) o preferenciales (162) para cromatina, con las
cuales se ha demostrado repetidamente que en el nucléolo hay
fibras de DMNA que provienen de la cromatina perinucleolar y gue
llevan a cabo actividad transcripcional en el componente
fibrilar.

Por 1o anterior, agui se postula que no todo &l DNA nucleolar
debe consistir de rDNA, sino que debe contener otros genes, va
que hay continuidad entre la cramatina nucleolar y la
perinucleolar (2,37,163). Fué necesario el uso de la
hibridacidn in situ para demostrar de manera inequivoca que
parte del DMA nucleolar es rDNA. En efecto, hay evidencias de que,
al menos al nivel de la microscopia de luz, la mayoria del rDNA se
localiza exclusivamente en los FCs (1) en interfase y en los
NORs en wmetafase {(62).

En este trabajo se encontrd que, en rata; hay rDNA en
cantidades detectables en zonas restringidas del nucléolo,
correspondientes probablemente a un ndimero limitado de FCs. En
microscopia electrbnica, ademds, se observa que en células PtKz
hay numerosos FCs, lo que indica que este tipo celular tiene un
nimero de estas estructuras mayor que &l de zonas de hibridacidn
en microscopia de luz (Fig. 29).No obstante, no se puede excluir
la posibilidad de ques el rDNA forme parte de un "complejo
fibrilar” (?2b) o de que emita hebras muy delgadas hacia afuera,
gue no puedan ser detectadas con el microscopio de luz.

Estos hechos ros han llevado a sugerir que aquellos FCs que
contienen rDMA son los mismos que se forman a partir de los NORs,
y gue los gue no contienen estos genes podrian ser el resultado
de la fusidn de PNBs que no estan involucrados con la actividad
transcripcional temprana en la fase G,. Estos ultimos entonces,
representarian estructuras de almaceén con proteinas listas para
ser usadas o0 transferidas a la siguiente generacidn. Mas adn,
estas suposiciones pueden justificar o explicar las diferencias
que se observan entre el ndmero relativamente grande de Fcs en
interfase y el correspondiente ndmero menor de MORs en metafase
en la misma especie. Asi que, algunos FCs no son en realidad la
contraparte de los NORs metafasicos. Analizando con cuidado la
nucleologénesis, obtuvimos apoyo parcial para esta hipdtesis.

Los “NOR-PNBs" y no otros PMBs, contienen la mayorfa, si ne es
gue todo, el rDMA v 1la RNA pol I. Recientemente, (lchs v col.
(113) plantearon la siguiente pregunta! JdDdédnde esta el rDNA
durante la rnucleolagénesis?. Este aspecto es de interés especial
porgue durante la telofase ocurre un rearreglo y
desenrrollamiento de rDNA, que da lugar al nucléolo interfasico.
La pregunta ha tratado de ser respondida antes. Por ejemplo,
Mirre v Sthal (10%5) sugiriercon, basados en estudios
autorradiograficos después de la incorporacidn de [2HIUr en
ovaocites de ratdr, gue el rDNA se encuentra inicialmente
compactado en los FCs al inicio de la nucleologeénesis, pero que
se desenrrolla progresivamente v se distribuye hacia todo el




Figura 29. Nuclolo interfdsico de una c&lula PtKj en
cultivo. FC, centros fibrilares; DFR, regidn fibrilar
densa; G, region granular. NE, envoltura nuclear. Ace

tato de uranilo-citrato de plomo, 8000 X,
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componente fibrilar. Otros autores encontraron que en meristemos
radicales de cebolla, sédlo los PNBs mas grandes incorporan

[®H1Ur, sugiriendo ademds que otros PNBs no son ni el producto

ni el sitio de actividad transcripcional en telofase (108). Por
otro lado, se habia establecido que el rDNA se localizaba en los
FCs en interfase (1). Sin embargo, como 1a autorradiografia sdlo
muestra genes activos vy queriamos establecer la posicién real de
los genes ribosédmicos durante la nucleologénesis, llevamos a cabo
estudios de hibridacién /n situ con sondas de rDNA.

Esencialmente, estamos de acuerdo con €l hecho de que sdlo los
PNBs mas grandes llevan a cabo actividad transcripcional al
inicio de la nucleologénesis, puesto gue sdlo ellos contienen
rrDMA. Pero por el contrario, sugerimos gue &l desenrrollamiento
de este DNA esta limitado a dowminios especificos, justo zlrededor
de los FCsy, pues no se detectd marca en otros sitios.

Los resultados de Thiry v col. (162) sobre la actividad
transcripcional muvy temprana y los de Scheer y Rose sobre la
localizacidn ultraestructural de la RMA pol I (142), apoyan la
idea de la actividad transcripcional dentro, o muy cercanamente a
los FCs,; aunque no se puede eliminar la peosibilidad de que la
localizacidn interna se deba a invaginacion=ss de la DFR en el
FC. Quizi los métodos de autorradiografia ultraestructural no
son lo suficientemente precisos para resoclver diferencias
transcripcionales gue ocurren en tiempos muy cortos, de tal forma
que la marca se encuentra en sitios distintos de donde ya ha
ocurrido la transcripcidn. Entonces, &z posikble suponer gue
durante la nucleologenasis, el rDNA de los "HOR-PNE=s" no se aleja
demasiado sino que sufre un desenrrollamiento local, a partir del
cual se inicia la transcripcidn. Este desenrrollamiento local
puede originar mas tarde 1a DFR. A pesar de ésto, pudieran haber
asas de rDMA na detectable. El procedimiento de hibridacidn i»
situ utilizado agui, es potencialmente aplicable a nivel
uvltraestructural, lo cual ayudaria a responder esta intervrogante.

Se podria plantear un esqgueme &h donde los PNEBs grandes, que
contienen rDMA v RNA pol I, asi como proteinas-Ag v fibrilarina,
representan entonces los MORs en etapas previas de la mitosis.
Estas estructuras crecen en tamarfo v se convierten en centros de
nucleacidn a partir de los cuales comienza la transcripcidn,
afiadiendo una DFR alrededor (24,56,87,113,127,154,135). Estos
PMBs tambieén contienen proteina €23 (113). Estas estructuras
fueron llamadas "NOR-PNEs" para distinguirlas de otra poblacidn
de PNBs vistos e&n telofase durante la nucleologénesis. Es
interesante notar que, durante la nucleologénesis, los "NOR-
PMBs" presentan un patrédn punteado cuando se usan anticuerpos
contra la RMA pol I. Tambi&n se observd un marcado muy ligero
sobre la superficie de los cromosomas &n descondensacibdn, pero
no mostraban un patrén de PNEs. Lz presencia de RMA polimerasa I
con un patrén puntiforme en los "NOR-FNEs", se puede explicar
que es debido a una sintesis y transporte nuy rapidos de la
enzima en telofase, o por acumulacibn por una via diferente a
les PNBEs. Asl mismo, podria ser gue la enzima no fuera
reconocida por el anticuerpo debidao a un estado conformacional
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durante este perliodo. Bueda por aclarar si la enzima se conserva
cuantitativamente durante la mitosis (98). Los otros PNBs son
mas pequefos vy contienen las proteinas-Ag, fibrilarina, €23 vy
B23, psro no contiznen cantidades detectables de RNA polimerasa
T o rDMA; ni acticvidad transcripcional (108). Por consiguiente,
los "NOR-PNEs" sor las estructuras reales que originan el
reclenlo maduro durante la telofase-interfase temprana, a traves
de la iniciacidr de la transcripcion del rDNA y a través de la
capacidad para atrasr o atrapar algunas proteinas que han sido
presmpacadas en PMEs previamente. Entonces, los otros PNBs, o el
waterizl en ellos, ze recrganizan y dan lugar a FCs sin rDNA en
'la siguiente interfase v pueden ser los FCs que no son la
ontraparte de los MORs metafasicos. Los centros activos de
recorstroccibn nucleolar, sin embargo, ya sea que ocurran
directamente a partir de las constricciones secundarias (87) o
partir de {fragmentos de DHA adyacentes a ellas (29), es un
proklema que gueda por resolver, quizd con ayuda de la
hikridacibn in situ de alta resolucidn.

Aunque se ha pressntado evidencia de colocalizacibn del rDHA,
FNA polimerasa I, fibrilarina y protelnas-Ag durante la mitosis
e intarfase, agul no se ha demostrado =i estas proteinas tienen
2130n papel en la transcripcion del rDMA en el inicio de la
rnuclecloginesis.

La nuclenlogénesis involucra al menos los eventos de
empaquetamiento de PMNBs, posterior fusién con los "NOR-FNBs" que
zpzn2s iniciaron la transcripcion y &l rearreglo de componentes
en =1 nucldoleo interfdsico. La sintesis de pre-rRNA juega un
papel importante en todo &1 proceso y por ello, las eventos
relacionados con ellz son cruciales. El conocimiento de los
elementos de accibn-cis v los factores transcripcionales del
»DNA (141), v del tiempo exacto en que las protelnas nucleolares
se asocian a leos "MOR-PNEs", son factores gque van a contribuir a
descifrar el mecaniemo de la nucleclogénesis In vivo.

La transcripcibn del »DHMA parece ser independiente de la
estructura d= la cromatina (3%9) o de la presencia de RNA
polineracsa I, pero parece depender de modificaciones en el DHA,
e.g. metilacidn (61) o cambios conformacionales debidos a la DNA
topoisamerasa I (41) vy dzbe tambi®n ser dependiente de la
calidad v cantidsed de elementos estructurales v reguladores de
'a maguinaria transcripcional, algunos de los cuwales pueden ser
protelras nucleolarecs especificas (18).

o

ESTUDIOS CON ACTINOMICINA D

Varias drogas inducen segregacidn nucleolar, es decir,
ceparacion de los componentes estructurales del nucléolo in situ
(21,77,112). La sctinonicina D a dosis de 6.1 pg/ml durante 1 a
2 he, induce la formacidon de cuerpos similares a los PMBs, luego
iz haber formado una zstructura a mansra de rompecabezas que
contizne a 1n: olementos del nucléolo separados (113). Esos
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cuerpos se= han caracterizado por técnicas inmunocitoquimicas ¥
se han considerado como rnuclé&olos pequefos (113). La colchicina
a concentraciones de 0.5 a 2.0 pg/ml durante 17 a 72 hs, induce
la formacidn de micronicleos que, desde el punto de vista
estructural, contienen nucléolos pequefos carerntes de FCs vy
regibn G (71). Ademds, algunos no contiene actividad de RNA
polimerasa I (71). La D-galactosamina produce un tipo de
seqregacidn en la que algunos de los restos nucleolares
contienern rDMA v RMA polimerasz I (43). Estos remansntes han
sido considerados como FCs dada su estructura y su
caracterizacidn inmunocitoquimica y bioquimica (40,63).

De esta forma, hay tres enfoques similares en los que se
produce segregacidn nucleolar con el objeto de inducir la
formacibn de una estructura tipo MOR-FC que pudiera ser aislada
y caracterizada, con el fin de estudiar la regulacibn de 1la
expresidn genética del gene rDNA in vitro.

En este trabajo se utilizd actinomicina D a dosis elevadas
(1.0 pg/ml) vy tiempos largos (24 hs), con el objeto de copocer la

E,

distribucidn del rDMA v de algunas proteinas nucleolares en los
PMBs inducidos experimentalmente.los resultados indican la
ausencia de esos elementos el los PNEs, pero su presencia en los
"NOR-PMBs". Los PMBs si contienen, en cambio, las proteinas Ag-
NOR vy f#ibrilarina.

Un descubrimiento importante, referente al uso de la droga,
es el de la produccién de dos cuerpos redondos, grandes v
densos, observada en contraste de fases, indistinguibles uno del
otro. Con la tincidn Ag-NCR se puso en evidencia una figura que se
nombrd "tiro al blanco" vy que es carcteristica sdlo de células
PtKz., Se intentd producir la misma figura en c&lulas HelLa, HeF-2
y NRK sin ningln resultado. Lo wmids que se logrd fud producir una
segregacibn nucleolar tipica.

Uno de los cuerpos redondos en células PtKa, contiene rDMA vy
RMA polimerasa I, ademds de fibrilarina. El otro cuerpo
contiene esta dltima proteina pero no presenta la enzima ni el
rDNA.

En los experimentos de Hadjilova v col. (&3), usando D-
galactosamina, se indujo la formacién de cuerpos nucleolares que
fueron caracterizados bioguimicamente. Sin embargo, la
segregacidn lograda por ellos no es tan marcada como la
encontrada aqui, en 1la gue se pueden distiriguir perfectamente
los cuerpos producidos, uno de los cuales &s un cuerpo tipo MOR-
FC, que pudiera ser aislado facilmente. For otro lado, los
estudios de Hernandez-Verdun vy col. (71) en microndcleo
inducidos es otro buen sistema para estudiar cuerpos gue se
semejan a los NOR-FCs. Sin embargo, ninguno de esos grupos de
trabajo ha demostrado de manera concluyente gue los cuerpos
obtenidos coritengan rDNA. En este trabajo se ha demostrado, de
manera inequlvoca, mediante técnicas de hibridacidn molecular
Iin situ, gque uno de los cuerpos producidos en células PtK=a,
contiene rDMA, ademi3s de RMA polimerasa 1. Esta enzima si ha sido
encontrada por aquellos autores. Aln cuando la sonda molecular
utilizada en nuestro trabajo no proviene de rLOMA de cé&lulas del
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narsupial, sinn d= rata, la regidn génica usada se ha conservado
2 través de la evolucidn (20), por lo gue se cree que forme
hibridos con la mayoria, o todos los mamiferos.

|.OCALIZACION DEL GBENE PARA EL U3snRNA

Er este trabajo se dan evidencias de la localizacibn
ruclenlar, o al menos de la asociacibn estrecha con el nucléolo,
de los genes para el U3snRENA.

En los experimentos de hibridacidn i» situ con una sonda que
incluyd la regidn codificante del gene para &l U3snRNA en
humanos, aplicado a diferentes tipos celulares, la marca
apareci® siempre en el nucléolo. Como la reqiodn codificante se
ha conservadec en la evolucibn, se esperaba gue hubiera
hibridacidn de l1a sonda con &l DNA de diferentes especies, (en
este caso se usaron células humanas, de marsupial y de rata).
Los sxperimentos con digestiones enzim&ticas previos a la
reaccibn de hibridacidn in situ, indican gue los hibridos
formados son del tipo DMA-DMA y no RMA-DNA. Los controles tanto
positivos como negativos confirman estos resultados. Asimismo,
se Aid evidencia de que el tratamiento de desnaturalizacion del
DMA celular con hMaOH a 0.07 N, no implica pérdida de RNA ni de
DNA, ni altera la morfologia nucleolar.

El vso de sondas génicas que incluven los genes para el Ué
(ruclecopnlismico) confirmaron que el DNA nucizopldswico también
es accesible a la hibridacidn v no dnicamente el nucleolar.

El uso de sondas con regiones adyacentes al gene indicd
tambi&n que en éste se localiza en el nucléolo.

Los experimentos con nucléolos aislados apoyaron la validez
de la observacibn de que los genes para €l U3 son nucieolaresi
sin embargo, dos hechos ponen en entredicho 1a localizacidn
nucleolar: 1) la sonda génica gue incluye la regidn "upstream”
(fragmento Bam HI) del gene humano, forma hibridos con
nucléolos aislados de hepatoma de Movikoff de rata. Esto fué un
resultado paraddjico pues esa secuencia no estd conservada en
la evolucibn vy se esperaba que ro formara hibridos. Buizd la
formacidn de hibridos =se debid a qQue, por ser secuencias muy
repetitivas, forman doble cadena con otras regiones repetitivas
de otros genes, o del espaciador no transcrito del rDMA, el cual
i se lecaliza en el nucléolo. 2) El andlisis citoquimico ¥
wltrasstructural de los sucléolos aislados muestra que la
fraccidn nucleolar no es pura, pues se presentan restos de
cromatina perinucleolar.

Posiblenente en gene para el U3snRNA se localiza en esa zona
perinuclenlar, lo cual hace dificil de establecer si estd en, o.
solea muy asociado al nucléolo. Ee posible que el gene U3snRNA
forma parte del DMA nucleclar, que tiene continuidad con la
regidn de pericromatina nucleolar, como se ha mostrado en varias
ocasiones por wmedio de zcstudiocs ultraestructurales (21,38,163).

Un resultado riovedoso en este trabajo es &1 reporte de que el
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gene para el rRNA 55 =e encontré localizado #n el nucléola o
estrechamente asociado con &l. Recientemente se reportd lo mismo
(44a) vy quizd es una caracteristica gue los genes vinculados en
una funcidn se encuentren asociados espacialmente, quizi &n la
regibdn de cromatina perinucleolar. Los resultados encontrados
por Pardue previamente (74a), que indican la localizacidn no
wcleolar del gene, pueden corresponder a mala preservacibn
celular, 1a cual aguil hemos conservado en gran medida. El
presente resultado sugiere al menos que este problema merece una
atencidn mas detallada.
Los experimentos de hibridacibn /»n situ a nivel
ultraestructural seguramante darian la respuesta a estas
interrogantes. Asil el DNA que contiene los genes en cuvya
secuencia se encuentra codificada la informacidn para productos
nucleolares, podria estar compartamentalizada espacialmente en
unha regibn nuclear bien definida como s el nucléolo.

Esto no implica que los genes se localicen en la misma zona
cromosdmica como se nmuestra aguil para &1 U3 en cromosomas. Estos
genes no se encuentran er la misma zona gque 1 rDNA, 7.&. las
constricciones secundarias, » ni aln en los mismos cromosomas,
i.e. los acrocéntricos.

Sin embargo, los cromosomas se wmantienen unidos en la
c&lula, formando ura red que los hace casi indistinguibles uno
del otro durante la mitosis. Asl, no puede descartarse =1 hecho
de que aldn en mitosis, los genes de segmentos cromosdmicos
diferentes, pero involucrados &n una misma funcién, se
encuentren localizados en una misma zona celular, expuestos a un
mismo ambiente de factores de requlacidn génica. De hecho, se
observd en el trabajo de rDNA en mitosis, que 21 rDMNA se
localiza en un lugar muy espécifico en esa etapa v en interfase,
es decir, en los NORs v los FCs, respectivamente.

Estudios recientes de 1a reconstruccidn tridimensional de la
cromatina en hepatocitos de rata, indican que los clmulos de
cromatina en interfase sigue un patrdn ordenado dependiendo del
tipa celular. Uno de los clmulos que presentanh un orden mas
discernible es el de la cromatina perinucleolar (46 y com.per.).
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CONCLUSIONES

-Durante la mitosis, el rDNA permanece asociado a las regiones de

los NORs, junto con otras proteinas del nucléolo.

-Los cuerpos prenucieolares (PNBs) diferentes de los "NOR-PNBs",

no contienen RNA polimerasa I ni rDNA.

-La actinomicina D, a dosis de ipg/ml durante 24 horas a 37<C,
produce la segregacidn de dos cuerpos nucleolares principales
en células PtK: en cultivo. Séle uno de esos cuerpos contiene
proteinas-Ag, fibrilarina, RNA polimerasa I y rDNA. Estos
elementos nucleolares lo hacen similar & los centros fibrilares

(FCs) del periodo interfasico.

-E1 gene en cuya secuencia se encuentra codificada la informacion
para la produccidn del U3snRNA nucleolar, estd asociado

espacialmente, de manera estrecha, con el nucléolo.
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rDNA DURANTE LA MITOSTIS

E1l rDNA colocaliza con las proteinas Ag-NOR, RNA polimerasa I, fibrilarina y DNA
topoisomerasa I, tanto en interfase como en mitosis en células PtKy y NRK. La loca-
lizacidon se restringe a los NOR metafdsicos y quizd@ a los FCs interfasicos.

El rDNA no se localiza en los PNBs durante la nucleologénesis.

Entonces, la asociacidon de rDNA y algunas proteinas nucleolares, i.e., proteinas
Ag-NOR, RNA polimerasa I, fibrilarina y DNA topoisomerasa I durante el ciclo celular,
indica que pueden formar parte de la maquinaria ecencial de transcripcidn y/o dupli-
cacidn, ya sea como elementos funcionales o estructurales. Tales componentes molecu-
lares definen un dominio nuclear: el nucléolo.
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ESTUDIOS CON ACTEINOMIEGINA D

El tratamiento de c€lulas PtK) en cultivo, con 1 g/ml de actinomicina D duran-
te 24 hs, produce una figura estructural del nucl@olo que estd representada prin-
cipalmerte por un cuerpo grande y redondo (1), cuyo contenido molecular es rDNA,

RNA polimerasa I, fibrilarina y proteinas Ag-NOR. Por su contenido, esa estructura
es similar a los FCs del nucléolo interfdsico. La maquinaria transcripcional basica
se encuentra localizada en vn dominio especifico en c€lulas en las que la transcrip-
cidn se ha detenido. Este cuerpo es un FC potencialmente aislable.



LOCALIZACION DEL GENE U3snRNA

El gene de U3snRNA se encuentra localizado en estrecha asociacidn con el nucléolo,
seglin se mostrd con hibridacidn in situ. Los datos no concuerdan con estudios molecu-
lares del gene. Sin embargo, como no se ha determinado la localizacidn ultraestructu-
ral precisa de este gene, es posible que se encuentre sblo en estrecha asociacidn con
el nucléolo, formando parte de la cromatina perinucleolar (PNC). Asimismo, es posi--
ble que se encuentre formando parte del DNA nucleolar que se distribuye en todo el nu
cléolo, Quiza forma parte de un segmerto de DNA que une la PNC con algunas hebras de
rDNA en los FCs y/o la DFR.

La asociacidn de genes y proteinas nucleolares en un mismo dominio interfisico,
parece indicar que las moléculas que intervienen en una misma funcién (nucleolar),
se relinen en un microambiente nuclear, independientemente de que los genes se encuen
tren en cromcsomas metafidsicos diferentes.
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