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Resumen
De manera general, se conoce la composicién molecular y la dinamica de la organizacion
funcional del nicleo celular en mamiferos. Sin embargo, atn falta evidencia de la funcién
de estructuras como los cuerpos espiralados (coiled bodies, CBs), los granulos
pericromatinianos (GPCs) y ei nucléolo. En este trabajo, se describe el desarrollo de una
técnica para localizar RNA mediante el uso de sondas biotinadas de DNA gendmico
(gDNA) e hibridacién in situ ultraestructural. El tamafio de la sonda se controla con el
tiempo de digestién en la reaccién de marcado por nick translation. Con digestiones de
menor tiempo, las sondas hibridaron preferentemente en las regiones fibrilares, mientras
que con tiempos mayores se marcaron también componentes granulares, incluyendo los
GPCs. Proponemos que este método permite analizar el procesamiento de los RNAs
intranucleares. Las zonas fibrilares representarian sitios con RNA en estados tempranos de
" maduracién, v las zonas granulares sitios mas avanzados de procesamiento.’ Ademas,
analizamos la organizacién del compartimento nucleolar. Para ello, se estudié un RNA
nucleolar codificado en intrones (U14 snRNA) en diferentes especies y tejidos, usando
sondas generadas por PCR. Por densitometria se detecté mayor expresion en testiculo de
embrién de ratén. Por hibridacién in situ fluorescente en células Hela, el Ul4 snRNA se
observé en los nucléolos y en particulas nucleares morfolégicamente equivalentes a CBs.
Por microscopia electrénica se localizé principalmente en el componente fibrilar denso del
nucléolo (DFC). Un analisis filogenético de las secuencias de U14 snRNA publicadas en
GenBank muestra un comportamiento parecido a moléculas como el rRNA. El analisis del
arbol filogenético generado por el método de parsimonia, sugiere que las diferentes copias

de Ul4 snRNA surgieron como eventos de duplicacidn reciente de genes.
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II. Introduccion
1.1 E1 RNA es un polimero de ribonucledtidos

En la década de los afios 1920, el medio cientifico se percatd de la existencia de dos tipos
de 4cidos nucleicos, el 4cido desoxiribonucleico (DNA) y el acido ribonucleico (RNA).
Durante algin tiempo se pensé que el DNA era propio de los animales y el RNA de las
plantas, idea que se abandond en los afios 30°s cuando se acumularon pruebas de que tanto

el DNA como el RNA son universales en los seres vivos (en Freeland, 1981).

El RNA es un polimero no ramificado de ribonucleosidos monofosfatados, los cuales se
unen entre si por enlaces fosfodiéster. El conjunto de una base nitrogenada, una pentosa y
un grupo fosfato, es denominado nucledtido, y los nucledtidos son los mondmeros que
conforman al RNA (y al DNA). Las principales diferencias entre DNA y RNA son 2
(fig.1); 1) la presencia en el RNA de un grupo hidroxilo (-OH) unido al carbono 2 (posicion
2°) del azucar ribosa. La ausencia de este -OH en el DNA es la esencia del nombre de su
azicar desoxiribosa; y 2) la ausencia de la base timina en el RNA, sustituida por una

pirimidina muy relacionada, el uracilo (en Farrell, 1993).

Uridina Deoxitimidina

/N <

HO

Figura 1: Las dos principales diferencias entre ¢l DNA y RNA se esquematizan cn la uridina y la deoxitimidina
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El RNA producto de la transcripcién puede ser usado por la célula de manera directa o en
forma de RNA mensajero (mRNA), el cual es traducido a proteinas (en Kendrew y
Lawrence, 1994). El RNA es tnico entre las macromoléculas bioldgicas ya que puede
codificar informacién genética, sirve como un componente estructural abundante en la
célula y también posee actividad catalitica. Aunado a esto, la proporcién total de
nucle6tidos que son incorporados al RNA durante la interfase es 20 veces mayor que los

incorporados al DNA durante la fase S del ciclo celular (en Alberts et al., 1994).

I5.2 Existen diferentes clases de RNA

En todos los seres vivos que se han descrito hasta el momento, existen al menos tres
distintos grupos de moléculas de RNA reportados: los RNA ribosomales (rRNAs), RNA de
transferencia (RNA) y los mRNA. Como se muestra en la tabla 1, el conocimiento de la

variedad de estas moléculas ha ido creciendo conforme se avanza en su estudio,

RNA Diferentes tipos ~ Longitud
presentes en aproximada en
células nucledtidos

tRNA 40-60 75-90

5S rRNA 1-2 120

5.8S rRNA* 1 155

Subunidad pequefia IRNA 1 1600-1900

Subunidad grande rRNA 1 3200-50000

mRNA Miles variable

hnRNA* Miles variable

scRNA Decenas 90-330

snRNA* Decenas 58-220

snoRNA* Decenas 80-340

Tabla 1. Dilerentes clases de RNAs descritos en organismos vivos, * presentes sélo en

eucariontes. (Modificado de Berg y Singer, 1992).
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En organismos eucariontes se han descrito tres enzimas oligoméricas homélogas que
sintetizan RNA a partir de un molde de DNA, denominadas RNA polimerasas (RNA
pol) (en Roeder, 1996). La RNA pol I se encarga de transcribir los genes del tRNA. La
RNA pol 1I sinietiza los precursores de los mRNA, los snRNAs (RNAs pequefios
nucleares) Ul a US y los snRNAs intronicos, también conocidos como snoRNAs (RNAs
pequefios nucleolares) (Sollner-Webb, 1993; en Roeder, 1996). La RNA pol Il transcribe
los tRNAs, el rRNA 58 y otros RNAs pequefios como el U6 y el 7SLRNA (en Alberts, et

al., 1994).

113 El mRNA es procesado en sus extremos 5’ y 3’
En casi todos los mRNAs de eucariontes , su extremo 5’ presenta una estructura ‘cap’ del

tipo m’GpppN"pN™p (fig. 2)(Shatkin, 1976; Banerjee, 1980).

° CH3
NH "{
k I > base 1
™ 2 3 o O o
N2H N N 5' L
CH2=0-P-0-P.0.P=0-H20, , O
OH HO I
0~ 0— 0O-
(o]

0 =Popg-H2c base 2
o

('J O — CH3

Q =p 0= {(CADENA DE RNA)
1
0

Figura 2: Estructura cap tipo m’GpppN™pN"p (Cap2).
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Los caps se adicionan a los pre-mRNAs en el niicleo celular durante las fases iniciales de la
transcripcion y antes de que otros eventos de procesamiento tomen lugar, incluyendo la
metilacion, la poliadenilacion, y el splicing. Con la sola excepcién (conocida) de un mRNA .
del virus Sindbis (HsuChen y Dubin, 1976), todos los mRNAs celulares y virales
examinados contienen un solo grupo metilo en el residuo de guanina (G) terminal, mientras
que los nucledtidos adyacentes sufren O-metilaciéon en el carbono 2°, la cual puede
extenderse de manera variable en la cadena nucleotidica. Esta propiedad es la base de la
siguiente nomenclatura: m’GpppN (Cap0), m’GpppN™ (Capl) y m’GpppN™pN™ (Cap2).
Los grupos metilo en Cap0 y Capl son adicionados en el niicleo celular, mientras que el

metilo adicional de Cap2 es un evento el citoplasmatico (en Enright y Sollner-Webb, 1994).

La importancia biolégica de esta estructura parece estar basada en el grupo N-7 metilo del
exttemo 5’ terminal, que incrementa la estabilidad del mRNA al protegetlo de la
degradacion exonucleolitica 5°-3" (Furuichi, et. al., 1977). Incluso la precision y eficiencia
del splicing son incrementadas por la presencia de estas modificaciones (Konarska, et. al.,

1984), asi como también en la exportacion hacia citoplasma (Lewis e Izaurralde, 1997).

Por su parte, el extremo 3’ terminal se modifica por un proceso en dos pasos:

1) El pre-mRNA es cortado endonucleoliticamente en un sitio 3’ especifico corriente abajo
(downstream) de la secuencia codificante; y 2) el fragmento 5° corriente arriba (upstream)
es extendido por la adicion de aproximadamente 200 residuos de adenina (A)
(poliadenilacién), mientras que el fragmento downstream es degradado. Ambas reacciones
dependen de dos secuencias presentes en el pre-mRNA: la secuencia AAUAAA ajtamente

conservada de 10-30 nt upstream del sitio de corte, y una o varias de aproximadamente 50nt
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downstream de este sitio. Estas secuencias en downstream no han sido bien definidas y

pueden ser ricas en GU o en U.
11.4 Splicing

Los genes partidos (split genes), estan formados por secuencias alternadas de exones €
intrones y fueron descritos por vez primera en adenovirus (Berget y Sharp, 1977; Gelinas,
et. al., 1977), pero rapidamente se empezd a demostrar que son una caracteristica comun de

Jos genes celulares, especialmente los eucariontes.

Los intrones son aquellas secuencias de los genes que se encuentran copiadas ;ientro del
transcrito primario (pre-mRNA), pero son eliminadas del transcrito maduro (mRNA). El
término exon define a las secuencias del pre-mRNA que son incluidas en el mRNA (en
Lamond, 1993; en Alberts, ef. al. 1994). Se piensa que todos los intrones de los pre-
mRNAs nucleares son removidos, antes de salir del nicleo, por un mecanismo en dos pasos

(transesterificaciones) dependiente de energia (ATP), conocido como splicing.

El splicing es un paso integral en la expresion genética de las células eucariontes, debido a
que la remocion de los intrones €s esencial para producir mRNAs funcionales. Ademas se

piensa que puede estar vinculado a la regulacion de la expresion genética (Maniatis, 1991).

El primer paso del splicing implica un corte €n el sitio de corte 5, el cual produce un exon
con un extremo libre 3’-OH terminal (exén 1). El extremo 5’ del intrén es unido, mediante

un enlace 2°-5° fosfodiéster, a una adenina localizada dentro del mismo intrén (sitio de
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empalme o branchpoint). Esto forma una estructura intermediaria conocida como lézo
(lariaf), que contiene al intrén junto con el exén 2 unido a su extremo 3°. En el segundo
paso el intrén es cortado en el sitio de corte 3’ y el exén 1 y 2 se unen por un enlace 3°-
5*fosfodiéster (fig.4) (en Moore, er. al., 1993; en Lamond, 1993).

Exdn 1 Intrén Exon 2

ZZZZACU—nr-Acmm-ACHEE

"

Primera transesterificacion l
Larat
U
G
A-—- AR
Segunda transesterificacion l
U
G
A-mmmAG

Figura 4: E1 proceso de splicing es una doble transesterificacidn que corta los intrones y une los exones,

I1.5 Los componentes moleculares del splicing se conjuntan en el spliceosoma

El spliceosoma, como el ribosoma, estd compuesto por subunidades de RNA-proteinas
(ribonucleoproteinas) llamadas particulas ribonucleoproteicas pequefias nucleares (small

nuclear ribonucleoproteins ¢ snRNPs ¢ “snurps” ), denominadas Ul, U2 y [U4/U6.U5]

(Lithrmann, et. al., 1990; Moore, et. al., 1993; Lamond, 1993). Antes de que ia catalisis del

10
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splicing se desarrolle, las snRNPs, junto con factores de splz’ciné no-snRNPs, se ensamblan
en el pre-mRNA para formar el spliceosoma. Se genera un spliceosoma por separado en
cada intron del pre-mRNA (Lamond, 1993) y se sabe que gran parte del splicing que realiza
la célula es cotranscripcional (Baurén y Wieslander, 1994). Ahora se sabe también que esto
es debido a que los factores de maduracién del pre-mRNA son reclutados hacia los sitios de

transcripeion activa (Jiménez-Garcia y Spector, 1993).

Cada subunidad de snRNP del spliceosoma contiene uno o mas snRNAS y un grupo de
protefnas snRNP. Un grupo de proteinas llamadas “Sm” o proteinas “core”, forma un
centro comun en cada particula snRNP. Este centro estd compuesto por ocho polipéptidos
pequeiios denominados B, B’, D1, D2, D3, E, F y G, los cuales pesan entre 9y 29kDa.
Estos polipéptidos interactian con la secuencia consenso 5’-PuA(U)nGPu-3’, presente en

los snRNAs U1, U2, U4 y U5 (en Lamond, 1993).

La composicién proteica del spliceosoma cambia durante el curso de su formacién. Al
menos 20 de las proteinas encontradas en los complejos de splicing no corresponden a los
factores mencionados previamente. Estos factores han sido llamados SAPs (Spliceosomal
Associated Proteins), y estan incluidas varias hnRNPs. De los factores de splicing no-
snRNP, sélo el U2AF, el ASF/SF2 y el SC35 han sido clonados y se ha demostrado in viiro
qgue son esenciales para el splicing (Krainer, et. al., 1991; Ge, et. al., 1991; Fu y Maniatis,
1992a; Zamore, et al., 1992). Estas proteinas comparten uno o varios motivos de
reconocimiento de RNA (RRM), los cuales estan involucrados en la unidn con los RNAs
(Kenan, 1991). Cada uno de ellos tambi€n posee una region rica en residuos de serina y

arginina llamada motivo Sr.

11
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Las proteinas con motivo Sr pueden jugar un papel importante en la regulacion del splicing
alternativo (Lamond, 1993). Por ejemplo, la concentracién de proteinas con motivo Sr
ASF/SF2 o SC35 afecta in vitro la utilizacién relativa de los sitios de splicing alternativo en
el pre-mRNA (Maniatis, 1991; Fu et al., 1992b). Trabajos recientes muestran que las
snRNPs U11/U12 y un conjunto de proteinas (algunas se comparten con el spliceosoma
mayor) forman, en metazoarios, lo que se ha denominado spliceosoma menor, el cual
procesa cierta clase de intrones raros de pre-mRNAs nucleares (Will, et. al., 1999) .

1.6 El ciclo del spliceosoma

El ciclo del spliceosoma se describié originalmente con base en la cinética de aparicion de
sus diferentes complejos in vitro (en Moore y Sharp, 1993) (Fig. 5). Primero se forma un
complejo que tiene como sustrato el pre-mRNA y contiene a la snRNP Ul. De la unién de
este complejo con el pre-mRNA depende que prosiga el ensamblaje de los demas
componentes del spliceosoma (Ruby y Abelson, 1988). La union de la snRNP Ul implica
el apareamiento de bases entre la secuencia del intron en su extremo 5, en la unién con ¢l

exdn, y una secuencia complementaria en el extremo 5° terminal del Ul snRNA.

La snRNP U1 promueve la unién estable de la snRNP U2 para formar el complejo A (fig.
5). La unién de la snRNP U2 es dependiente de ATP y de un apareamiento de bases entre ¢l
intrén y una secuencia complementaria en el U2 snRNA (Wu y Manley, 1989).Este
apareamiento ocurre en el sitio de formacion del lariat y puede contribuir con la seleccién
del residuo de adenina en el intrén para formar la estructura de empalme. En la union
estable de la suRNP U2 también participa el factor de splicing U2AF (Ruskin et. al, 1988)

al igual que el SF1 y SF3 (Kramer y Utans, 1991).

i2
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En el ltimo paso del ensamblaje del spliceosoma, esta involucrada la unién de una snRNP

triple, la [U4/U6.05] (B en la fig. 5). Aqui se da un rearreglo de los apareamientos de

bases entre el intron y los snRN As de la manera en que a continuacion se explica.

El IUS snRNA interactiia con las secuencias 5° y 3’ de los exones, la asociacion del Ul se
desestabiliza, el U5 se une al extremo 5° del intrén y la hélice U4/U6 se desaparea
parcialmente resultando en la asociacion del U6 con él , formando un complejo Ij2fU4/U6.
Finalmente la snRNP U4 se libera dejando un complejo U2/U6 con el U2 unido al
branchpoint y el U6 asociado al extremo 5’ del intrén (B2 en la fig. 5). En este paso se
promueve la primera transesterificacion por el ataque nucleofilico de la G del sitio 5’ de
splicing contra la A del branchpoint (B2 y Cl en fig. 5) (en Moore et. al., 1993).

En la siguiente etapz: se lleva a cabo la segunda transesterificacion y la unién de los exones
(C2, fig. 5). Después es liberado elg mRNA y se forma un complejo que retiene al intrén en
forma de lazo (I, fig. 5). La liberacién del intron promueve el desensamblaje del complejo
del spliceosoma y sus componentes son reutilizados para eventos de .madurac'ién

posteriores (en Moore et. al., 1993).

De los datos recientes se sabe que existe una gran cantidad de snoRNAs codificados en
intrones de mensajeros de otros genes (Maxwell y Fournier, 1995), vy los eventos en los
que podria vincularse el proceso de liberacion de los snoRNAs se esquematiza de manera
hipotética en la figura 5. Estos procesos se sefialan con flechas punteadas y con los nimeros

1,2,y 3 para sefialar las posibles opciones propuestas (ver Leverrete, et. al. 1992).
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Figura 5: El ciclo del spliceosoma. Se muestran todos los complgjos que intervienen en la formacion del spliceosoma (CC,
A; B1, B2, Cl, C2. I) y que han sido aislados bioquimicamente de ensayos in vitro. También se esquematizan tres
posibles sitios en los que el procesamiento de los intrones puede estar generando 12 liberacin de snoRNAs. En 1 se
csquematiza ta posibilidad de que ¢l snoRNA sea liberado tomando en cuenta que ¢l proceso &5 independiente del
splicing. En 2 se sugierc un procesamiento esperado por |a presencia de intermediarios en el proceso de liberacion de 1os
RNAs. En 3 se propone que no todos 10s intrones liberados del splicing son degradados, sino que pudieran ser procesadas
POr Un MECanisma no conacido del todo hasta ahora. Las flechas punteadas representan 10s procesos hipotéticos 1,2,y 3.
Modificado de Moore, et. al. , 1993, Leverrete, et. al., 1992, y Brown y Shaw, 1998.
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I1.7 Los rRNAs se forman a partir del gen rDNA

Todos los organismos vivos contienen rRNAs formando parte de sus ribosomas, lo cual
hace que estas moléculas sean de gran importancia como marcadores filogengticos (ver
Woese, 1987). El gen que contiene las secuencias para tRNA (tDNA) se presenta en
muchos organismos como una unidad de transcripcién que contiene un inicio de la
transcripcién que controla la expresién de los diferentes rRNAs que formaran el ribosoma.
Aunque de maneras y disposiciones diferentes en el genoma, este arreglo se ha detectado

desde bacterias (en Busch y Rothblum, 1982) hasta mamiferos y plantas.

En vertebrados el gen de rDNA contiene la unidad de transcripcién con espaciadores
externos e internos, mas las secuencias para los rRNAs ISS, 5.85 y 28S; esta unidad se
encuentra en aproximadamente 200 copias en tandem localizadas en el nucléolo, y cada

unidad de transcripcién est4 separada por un espaciador no transcrito (NTS) (fig. 6).

La unidad de transcripcién en la rata, por ejemplo, consta de un sitio de inicio a la
transcripcién precedido por una caja TATA. Inmediatamente al sitio de transcripcion sigue
una secuencia de 4400 pb denominada espaciador transcrito externo 5° (ETS 5°). Enseguida
esta la region del IRNA 188, de 1874 pb. Después hay una region espaciadora denominada
espaciador transcrito interno 1 (ITS 1) de 1066 pb, seguida del rRNA 5.88 de 156 pb. Sigue
el ITS 2, con 765 pb, seguido del rRNA 28S con 4802 pb. Finalmente se encuentra el ETS

3’ con 500 pb, que precede al siguiente NTS de 24000 pb (en Segura—Valdez, 1996).
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IL.8 El pre-rRNA es procesado para ser funcional

El procesamiento del pre-rRNA se ha detectado tanto en procariontes como en eucariontes
(en Busch y Rothblum, 1982; Potter, et al., 1995; Belfort y Weiner, 1997). Este
procesamiento incluye la metilacién de varias ribosas, la pseudouridinacién y finalmente
una serie de cortes en la molécula del pre-rRNA. Con respecto a este tiltimo punto, se sabe

que en vertebrados se produce de la siguiente forma:

Después de formarse ellprecursor 478 conteniendo todas las formas de tRNAs y los ETSs
e ITSs, se forman dos precursores intermediarios, 46S y 458 los cuales pierden parte del
ETS 5’ y el ETS 3’ respectivamente (fig. 6). La eliminacién de la parte restante del ETS 5°
genera el precursor 41S. Despugs se libera el 183 dejando un precursor 368, que al eliminar
el ITS1 produce un precursor 328 conteniendo el 5.85, 285 y el ITS2. En el siguiente paso
se generan los cortes que liberan a los tres IRNAs. Como se puede ver en la figura 6,
también existe la propuesta de una via alternativa con precursores 348, 32S y 205 (en

Enright y Sollner-Webb, 1994).

IL.9 Los snoRNAs estin involucrados en el procesamiento de los pre-rRNAs

Existen mas de 100 snoRNAs (también llamados UsnoRNAs por su alto contenido en
uracilos) presentes en organismos eucariontes (Maxwell y Fournier, 1995; Nicoloso, et. al.,
1996; Ganot, ef. al., 1997). Debido a su purificacién a partir de fracciones nucleolares, se
sugiere una relacién con la biogénesis de los ribosomas. De esta creciente lista de

snoRNAsS,
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TATATGC 1874 e 2 NTS
NTS y SETS ITs1 sz 480 3' ETS
4400 188 58S 288 24000
1066 765
156
ﬂ TRANSCRIPCION
5 ETS (181 182 3 ETS
Pre-rRNA -r—-l—— 478
corte 183 588 ‘ 288
E'ETS

— S B <SS

BN %5S

/

- altemativo

418

BN -E-E—— — -
186 36S 305 305

T
185 328 - B

208 228

188 28S /

188 588 288

Figura 6: Procesamiento del pre-rRNA en vertebrados. El diagrama representa el procesamiento del pre-mRNA, a partir
de la unidad de transcripein de rDNA, utihzando los datos provenientes de rata, ratén, humnano, rana y otras especies de
vertebrados; los coeficientes de sedimentacion de los intermediarios corresponden a raton. Se presentan dos vias
alternativas. (modificado de Jiménez-Garcia, 1988, Enright y Sollner-Webb, 1994}
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se ha demostrado su papel esencial en el procesamiento del pre-rRNA par el U3, Ul4
(conservados en Ja escala filogenética de eucariontes), el U8 (mamiferos) y el snR30
(levaduras) (en Maxwel y Fournier, 1995). El U3, Ul4, asi como el Ul7, E3 y
posiblemente el U22, se postulan como necesarios para los cortes en el ETS 5. E1 U8 y el
MRP/7-2 se cree que participan en la liberacién del 5.8 S y los precursores de la subunidad
grande del TRNA (en Brown y Shaw, 1998). Se ha propuesto también que en conjunto con
la fibrilarina y otras proteinas nucleolares, los snoRNAs como el U3 y el Ul4 podrian
formar un complejo molecular del tipo del spliceosoma, denominado procesoma (en
Maxwell y Fournier, 1995), y participar en eventos de corte como se muestra en el

siguiente esquema:

5'ETS 185 ITS1 588 ITS2 258 3'ETS

— . -

ATD U3 ﬂ Corte en Ao

—_ L
A 4 U3

Al A2 Ul4
SnR30

. i I
A ﬁ MRP/7-2

A3
ﬂ Otros cortes

Figura 9; Esquema que propone la intervencion de snoRNAs en ¢l corte del pre-rRNA en levaduras (tomado de Liang y
Foumier, 1995).
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11.10 Existen dos familias de snoRNAs

Todos los snoRNAs conocidos en levaduras y vertebrados, a excepcién del MRP/7-2,
pueden agruparse dentro de dos grandes clases (Balakin et. al., 1996). Una clase esta
definida por la presencia de las cajas conservadas C y D (Maxwell y Fournier, 1995;

Nicoloso et. al., 1996) y la otra por el triplete conservado ACA (Ganot, et. 4/, 1997).

Todos aquellos snoRNAs, tanto de levaduras como vertebrados, que no poseen las cajas C
y D (con la excepcion del MRP/7-2), contienen un triplete ACA de nucledtidos
conservados, localizado tres nucledtidos antes del extremo 3° terminal. Analisis por
mutacién demostraron que la caja ACA, en conjunto con un segmento en hélice corriente
arriba, son necesarias para la acumulacion del snoRNA de levadura, snR11 (Balakin, et. al.,
1996). Se sabe que los snoRNAs ACA reportados en levaduras, se encuentran asociados a
las proteinas nucleolares NOP1 (fibrilarina) y GARI. A diferencia de la fibrilarina, que se
| ha reportado asociada con uln gran nimero de snoRNAs, parece ser que GARI es especifica

de los snoRNAs con caja ACA (Balakin, et. al., 1996).

Aunque aun no se ha demostrado del todo, se ha propuesto la intervencién de los snoRNAs
de la familia ACA en la pseudouridinacién del pre-rRNA (Bousquet-Antonelli, et. al.,
1997: Ganot, et. al., 1997). Experimentos en levaduras con un gen GAR! termosensible
muestran que la falta de esta proteina bloquea completamente la pseudouridinacion del pre-
rRNA, mientras que la 2°-O-metilacion del pre-TRNA y la pseudouridinacién de los tRNAs

no fueron afectadas (Ganot, et. al., 1997).
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La mayoria de los snoRNAs reportados hasta el momento contienen dos secuencias
conservadas llamadas cajas C (UGAUGA) y D (CUGA). Estas cajas siempre aparecen
juntas y son necesarias para la estabilidad metabdlica de los snoRﬁAj (Maxwell v
Fournier, 1995) y para el procesamiento de los miembros de esta familia codificados en

intrones (Caffarelli, ef. al., 1996).

Se ha propuesto que los miembros de esta familia funcionan como guifas, junto con la
fibrilarina, para dirigir las 2°-O- metilaciones del pre-tfRNA (Nicoloso, et. al., 1996). De
esta manera, ¢l apareamiento de la caja D estaria a 5 nucledtidos del sitio de metilacién (fig.
10) (Maden y Hughes, 1997). Aunque hasta ¢l momento no se conoce ¢l papel que juegan
las metilaciones post-transcripcionales del pre-rRNA, se sabe que todas las metilaciones se

llevan a cabo en regiones conservadas de la secuencia del tRNA (Maden y Hughes, 1997).

4277 120
* -
UCAGUACGAAUAC 288 \ UGGUUCCUUUG 188
FLVTEETT T IRARERERN
AGUCGGUCAUGCUUAUG U4t AGUCACCAAGGAAAC U42
1436

AGAUCUUGGUGGUA 258

NERRRRRRRRNRN
AGUCUCUAGAACCACUAU U24

Figura 10: Ejemplos de complementariedad entre snoRNAs y regiones de los rRNAs 288 y 185 de humano (arriba) y 258
de Saccharomyces cerevisiae (abajo). En cada caso la caja D se encuentra subrayada y un circulo relleno muestra el
nuclestido con la2’-O-metilacién, el cual coincide con la posicién nlimero 5. (tomado de Maden y Hughes, 1997),
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I1.11 SnoRNAs intrénicos

En vertebrados, la mayoria de los snoRNAs de la familia ACA ‘son derivados de intrones de
genes de proteinas. También un gran ntmero de los snoRNAs de la familia C/D proviene
de intrones. No obstante, tanto en levaduras como en plantas parecen estar codificados en
genes independientes,"‘ Algunos de los genes hospederos codifican proteinas que estin
involucradas con el nuciéolo o con el ensamblaje de los ribosomas (tabla 2), sugiriendo que
la expresién coordinada de las proteinas y los snoRNAs puede ser requerida para la
biogénesis de los ribosomas (Maxwell y Fournier, 1995), y de manera mas ampiia sugiere
también un vinculo entre el metabolismo de los mRNAs y de los rRNAs. El extremo de
este arreglo en intrones lo constituye el pseudogen UHG, ya que parece existir solo para
producir 10 snoRNAs (U22 a U31), dado que su producto final después del splcing no

presenta un marco de lectura abierto (Tycowski, ef. al., 1996).

SnoRNAs codificados en intrones de genes de proteinas ribosomales o nucleolares

snoRNA Gen de proteina ribosomal Gen de proteina nucleolar
Ul4 S3
Ul5 83, S1
Ul6 L1l
U18 L1
U20 | nucleolina
U21 . L5
U23 nucleolina
U24 L7
U32 rpL13a
U33 rpli3a
U34 rpL13a
U35 rpL13a
U36 rpL7a
U38 rpS8
U39 rpS8
U40 rpS8
U73 S3a

Tabla 2: snoRNAS intrénicos de genes de proteinas ribosomales o nucleolares. A excepeién del U23, todos pertenecen & la
familia C/D.
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1112 ¥1 U14 snRNA fue el primer snoRNA intrénico en describirse

El Ul4 snRNA también conocido como Ul4 snoRNA 6 UsnoRNA, fue descrito por
Maxwell y Martin (1986) como un RNA de bajo peso molecular con coeficiente de
sedimentacién 4.5S. Existen unas 20,000 copias de la molécula por célula {Sollner-Webb,

1993; Maxwell y Fournier, 1993).

En las primeras indagaciones, llamé la atencién su propiedad para formar hibridos tanto
con mRNAs como con rRNAS. Esta propiedad llamé més la atencion cuando se supo que
el 4.5 hybRNA de raton (llamado asi en aquel entonces) presentaba secuencias homologas
en otras especies, y ademas formaba hibridos con el tRNA 188 (Trinh-Rohlik y Maxwell,

1988).

Debido a su presencia en un amplio rango de organismos eucariontes, desde protistas como
Giardia lamblia, levaduras, anfibios, reptiles, plantas y mamiferos, se le conoce como un

snoRNA evolutivamente conservado (Niu, et. al., 1994; en Maxwell y Fournier, 1995)

El analisis de la secuencia del U14, asi como el uso de librerias gendmicas, mostré que se
encontraba codificado en los intrones 5, 6 y 8 del gen para la proteina hsc70 de ratén
(fig.19) (Liu y Maxwell, 1990) y de otros vertebrados, asi como en los intrones 3 y 4 de la
proteina S13 en Xenopus leavis, y 3 y 5 de la misma proteina en humano (ver Maxwell y
Fournier, 1995). Los estudios realizados microinyectando las regiones amplificadas de cada
copia del U14 de la hsc70, mostraron que es resultado de un procesamiento de los intrones,

llevado a cabo en el nucleo celular e independientemente del splicing (Leverrete, ef. al,
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1992; Barbhaiya et. al. 1994). También en levaduras se postula un procesamiento

postranscripcional del U4 (Balakin, et. al., 1994).

Empleando técnicas de RT-PCR con oligos de las regiones conservadas del Ul4 de ratén y
levaduras, fue posible amplificar y caracterizar los genes de U14 en plantas. Estos genes se
transcriben como transcritos policistronicos en papa y maiz (Leader, et. al., 1994). A partir
de estos descubrimientos se ha conocido mas acerca de la distribucién i situ del Ul4 en
plantas a nivel de microscopia confocal, encontrandose en el componente fibrilar denso
(DFC) del nucléolo y en algunas vesiculas nucleolares, de manera muy similar a la
distribucion del U3. Ni el U3, ni el Ul4 han sido encontrados en cuerpos espiralados

(coiled bodies) de plantas (Beven, et. al., 1996).

Hasta el momento no se ha demostrado del todo el paso del procésamiento del rfRNA en el
cual interviene el Ul4. Como ya se\mencioné, algunos grupos lo vinculan con el corte del
ETS 5°, mientras que en otros casos se asegura que participa en el proceso de 2’-O-
metilacién del pre-18S (Dunbar y Baserga, 1998, Watkins, ef. al., 1998).Tampoco se
conocen las estructuras nucleares que estan relacionadas con su maduracién y transporte al

nucléolo asi como su distribucién a nivel de microscopia electrénica.

I1.13 El nicleo celular se encuentra compartamentalizado en dominios funcionales.

En 1831 Robert Brown describié la existencia de un pequefio ‘globulo’ dentro de las
células, de material relativamente denso, al cual llamé nicleo (en Asimov, 1985). La

organizacién funcional del niicleo ha sido motivo de gran nimero de estudios, muchos de
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los cuales tienden a proponer la disposicién organizada en tiempo y espacio de los eventos
vinculados con el procesamiento de la informacién genética (ver Spector, 1993; Jiménez-

Garcia y Spector, 1993; Raska, 1995; Pennisi, 1997; Lamond y Earnshaw, 1998).

El desarrollo del método de tincidn preferéncial para ribonucleoproteinas (Bernhard, 1969)
marcé un gran avance en el estudio de las particulas relacionadas con el metabolismo del
RNA en eucariontes. Se sabe que las fibras pericromatinianas, los granulos
pericromatinianos y los granulos intercromatinianos estan presentes en animales, plantas y
hongos, con caracteristicas y distribucién similares en los tres grupos (Jiménez-Garcia, ef.
al., 1989).
p

El conocimiento que se ha generado con respecto a estos procesos ha llevado a proponer
que el nicleo celular de mamiferos se encuentra compartamentalizado en dominios con
estructura y funcién determinada (fig. 11) (Spector, 1993, Raska, 1995, .Lamond y

Earnshaw, 1998).
I1.14 Estructuras ribonucleoproteicas
II.14.1 Fibras pericromatinianas

Las fibras pericromatinianas (PF) fueron descritas por Monneron y Bernhard (1969). Su
didmetro varia de 30 a 50 A. Pueden encontrarse fibras entremezcladas con granulos
pericromatinianos y transiciones de fibras a granulos. Ensayos con autorradiografia de alta

resolucién muestran que pulsos de tan sélo dos minutos con [3H)-uridina, presentan marca
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sobre las PF, las cuales se encuentran esparcidas por el nucleoplasma (Fakan y Bernhard,

.1971; Fakan y Nobis, 1978).

Estas estructuras son sensibles a RNasa y su aparicion es inhibida por pre-tratamientos con
actinomicina-D (Miyawaky, 1974) o a-amanitina (Petrov y Sekeris, 1971). La extraccion
de RNA de fracciones nucleares enriquecidas con fibras pericromatinianas, mostraron Ja
presencia de RNAs de diferentes tamafios, denominados RNAs heterogeno-nucleares
(hnRNA) (Bachellerie, et. al. , 1975).
.

Estos trabajos Ilevan a la conclusién de que las PF son los elementos estructurales que
contienen ¢l RNA transcrito de la regién pericromatiniana (Fakan y Puvion, 1980). La
localizacién de factores de splicing en estas fibras (Fakan, et. al., 1984; Spector, et. al,
1991) apoyan fuértemente la existencia de pre-mRNA en proceso de maduracion en esta

region del nicleo.
11.14.2 Granulos pericromatinianos

Los granulos pericromatinianos (PCG) son estructuras ribonucleoproteicas de entre 30 a
50nm de didmetro, con un halo claro de 25nm, que se localizan generalmente en el borde de
la cromatina compacta (Monneron y Bernhard, 1969). Estén formados por fibras de 12 a 13
A, enrolladas irregularmente y embebidas en una matriz difusa (Vazquez-Nin y Bernbard,

1971).
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Los granulos de los anillos de Balbiani, presentes en las glandulas salivales de Chironomus
thumi, son el equivalente morfolégico de los PCG, salvo por la ausencia de halos claros en
los mismos (Vézquez-Nin y Bernhard, 1971; Fakan y Puvion, 1980). Estudios diversos
proponen fuertemente que los PCG asi como los granulos de Balbiani son sitios que
contienen mRNA y estan involucrados en su procesamiento y/o almacenajé (para revision
ver Véazquez-Nin y Echeverria, 1996). No obstante, existe poca evidencia de esto y no se

tienen estudios con hibridacién in sifu ultraestructural que apoyen ésta idea.

11.14.3 Granulos intercromatinianos
Los gréanulos intercromatinianos (ICG) tienen un didmetro de 20 a 25nm y pueden estar
interconectados por PFs formando una especie de malla tridimensional (Puvion y Moyne,
1981; Spector, 1990). En ntcleos de mamiferos se presentan como cimulos de forma
irregular localizados en la regién intercromatiniana. Por el contrario, en plantas no forman

cimulos y son escasos y dispersos (Jiménez-Garcia, et. al., 1989).

Anticuerpos contra snRNPs muestran un patrén moteado (‘speckled pattern’) sobre un
patron difuso que tifie el nucleoplasma (Spector, 1993). El patrén difuso se atribuye a la
interaccidn de las snRNPs con los RNAs nacientes (en , Lamond y Earnshaw, 1998). El

patron moteado corresponde a los cimulos de ICG y a las PF (Spector, et. al., 1991).

Se sabe que muchos de los componentes que son esenciales para el splicing estan presentes
en Jos ICG, o al menos asociados a ellos. Estos incluyen hnRNPs (Fakan, et. al., 1984), los

snRNAs Ul y U2 (Carmo-Fonseca, ef. al., 1992; Huang y Spector, 1992), el SC35 (Fu y
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Maniatis, 1990), RNA recién sintetizado (Fakan, et. al. 1976), RNA con poly (A) (Carter,
et. al,, 1991) y pre-mRNAs especificos (Huang y Spector, 1991).

La localizacién de los factores de splicing es dindmica e involucra el trafico entre
subestructuras nucleares. El uso de la proteina fusionada SF2-GFP ha permitido observar in
vivo esta organizacion, corroborando que los factores de splicing se dirigen desde los ICG

hacia los sitios de transcripcidn activa (Misteli, et. al., 1997).
I1.14.4 Cuerpos espiraladés

Existen en el espacio intercromatiniano diversas estructuras heterogéneas cuya funcién
especifica se desconoce, y se han agrupado con el término general de cuerpos nucleares. El
término incluye estructuras como los cuerpos nucleares en forma de anillo, los cuerpos

PML, los organelos esfera, gemas y cuerpos espiralados.

De todos, los cuerpos espiralados (coiled bodies, CBs) son los mas estudiados al momento.
Los CBs fueron descritos por primera vez por Santiago Ramén y Cajal utilizando técnicas
de impregnacion de plata en neuronas, y los denomind cuerpos intranucleares accesorios,

destacando también su estrecha relacion con el nucléolo (Ramédn y Cajal, 1903).

Monneron y Bernhard (1969) los describieron a nivel de microscopia electrénica como
cuerpos esféricos de 0.5-1.5um de diametro, compuestos de fibras enrolladas y
empaquetadas densamente, positivos a la técnica de EDTA, que es preferencial para

ribonucleoproteinas.
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Los CBs son organelos nucleares universales que se han encontrado tanto en células
animales (Raska, et. al., 1990; Andrade et. al., 1991) como en plantas (Lafontaine, 1965;

Moreno Diaz de la Espina, et. al., 1982, Chamberland y Lafontaine, 1993).

Estudios recientes han demostrado que los CBs pueden ser identificados por microscopia de
fluorescencia usando anticuerpos o sondas contra snRNPs. El uso de sondas contra snRNPs
los marca como puntos focalizados mas brillantes (en ocasiones mas que las speckles) (en
Bohmann, ef. al., 1995). El suero de pacientes con enfermedades autoinmunes como la
cirrosis biliar primaria y el sindrome de Sjogren, reconocen un autc;antigeno comun de 80
kDa. Debido a su tamafio y localizacion especiﬁca en CBs, este.-autoantigeno se ha

denominado p80 coilina (p80 coilin) (Andrade, et. al., 1991; Bohmann, et. al., 1995).

Los CBs contienen las snRNPs U1, U2, U4, U5 y U6. Con el uso de la microscopia de
fluorescencia se ha demostrado que tanto anticuerpos comunes como éspecificos contra
snRNPs colocalizan en los CBs junto con la proteina p80 coilina (Raska, et. al., 1990;
Andrade et. al., 1991; Carmo-Fonseca, e't. al., 1991; Huang y Spector, 1992; Matera y
Ward, 1993). Sin embargo se debe tomar en cuenta que una fraccién relativamente pequefia

del total de las snRNPs del splicing esta concentrada en los CBs en un tiempo determinado

(Matera y Ward, 1993):-

Se han encontrado varias proteinas nucleolares en los CBs, entre las que se cuentan la
fibrilarina, Nopp140, NAP57, SSB1 y la proteina ribosomal S6 (Raska, et. al., 1990, 1991;
Meier y Blobel, 1994; Jiménez-Garcia, et. al., 1994, Beven, et. al., 1996). También se ha

detectado mediante hibridacién in situ, la presencia del U3 snoRNA (Jiménez-Garcia, et.
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al., 1994), aunque parece ser que no hay rRNA presente (Carmo-Fonseca, et. al., 1993;
Jiménez-Garcia, et. al., 1994). No presentan factores de splicing como el SC35, ni tampoco
pre-mRNA o poly(A). Cuando la transcripcién y el splicing son bloqueados, los CBs se
dispersan y las snRNPs se concentran en los cimulos de ICG (en Lamond y Earnsshaw,

1998). La funcién de los CBs aun se desconoce.
11.14.5 Nucléolo

El mejor ejemplo de la subcompartamentalizacidn del nticleo celular es el nucléolo. A pesar
de no estar rodeado por una membrana; el nucléolo de mamiferos se encuentra bien
diferenciado del resto del nucleoplasma bioquimica y funcionalmente. Fue descrito por
primera vez por Felice Fontana en 1781 en células epiteliales de descamacion de la anguila

(en Segura-Valdez, 1996).

En el nucléolo se lleva a cabo la sintesis y procesamiento del TRNA y se forman los pre-
ribosomas (en Raska, 1995) (ver fig. 6) . Recientemente también se le ha implicado en el
procesamiento y exportacién de algunos mRNAs. En particular se cree que participa en la
biosintesis del RNA de la particula de reconocimiento de sefial (7SL RNA), en el
procesamiento del U6 snRNA y también de algunos precursores de tRNAs (Pederson,

1998).

Al final de la mitosis, en telofase, €l nucléolo se reorganiza alrededor de las secuencias
repetidas de DNA ribosomal (rDNA) conocidas como regién del organizador nucleolar

(NOR) (McClinctock, 1934) y de los cuerpos prenucleolares (PNBs), una vez que se ha
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reactivado la transcripcién del rRNA en los NOR; a este proceso se le conoce como

nucleologénesis (en Segura-Valdez, 1996).

Ultraestructuralmente, el nucléolo estd compuesto de 5 regiones: 1) componente fibrilar
denso (DFC), 2) centros fibrilares (FC), 3) componente granular (GC), 4) vacuolas
nucleolares ¥ 5) cromatina perinucleolar (en Spector, 1993). La mayoria de los trabajos se

refieren solo a los tres primeros por ser los componentes ribonucleoproteicos.

En la siguiente tabla se muestran de manera resumida las caracteristicas de los
componentes ribonucleoproteicos del nucléolo (modificado de Jiménez-Garcia, 1988 y de

Segura-Valdez, 1996).

Componente Contenido Funcion
CENTROS FIBRILARES |Contiene rtDNA en la Quiz4 almacenamiento de
periferia, RNA pol [, UBF, | factores de la transcripcion
Semitransparente a los proteinas Ag-NOR, del pre-TRNA.
electrones. fibrilarina y fosfoproteina
Fibras de Snm C23
ETS5’ en la periferia
COMPONENTE Proteinas Ag-NOR: Es el sitio en donde tiene
FIBRILAR DENSO fibrilarina, C23 y B23, RNA |lugar la actividad
poi I, UBF. transcripcional mas
Fibras abundantes de 4-8nm [ETS 5", ITS 1eITS 2 abundante y el
de espesor. U3 snoRNA procesamiento temprano del
pre-rTRNA.
COMPONENTE Abundante en la ES el sitio de procesamiento
GRANULAR fosfoproteina B23 y tardio del pre-rRNA y del
cantidades pequefias de almacenamiento de pre-
Granulos de 15 a20nm de ETS5°, ITS1, ITS2, ribosomas.
didmetro U3snoRNA vy fibrilarina.

Tabla 3; Componentes del nucléolo
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Introduccién

11.14.6 Compartimento perinucleolar

Recientemente se describi6é un nuevo compartimento perinucleolar (PNC) (en Lamond y
Earnshaw, 1998). El PNC es una estructura nuclear individual localizado en la periferia del
nucléolo v que se encuentra predominantemente en células transformadas. Se ha reportado
que el PNC contiene varios snRNAs transcritos por la RNA pol III, y dos proteinas
haRNPs. (Ghetti, et. al., 1992; Matera, et. al., 1995; Timchenko, ef. al., 1996; Huang, et.
al., 1997). Se sabe que este compartimento incorpora Br-UTP y CTP conjugado con
fluorescencia. La incorporacién es dependiente de energia y se interrumpe en presencia de
RNasa A. Lo Gnico que se puede deducir hasta el momento de estos hallazgos es que este
compartimento esta relacionado con el metabolismo del RNA nuclear (Huang, ef. al.,

1998).

A partir de los datos mostrados con respecto al nicleo celular y de la
subcompartamentalizacion morfolégica y molecular que presenta, el siguiente esquema

pretende conjuntar la informacién que hasta el momento se tiene.
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III Objetivos

111 Analizar mediante hibridacion in situ fluorescente y ultraestructural Ia distribucion del

RNA intranuclear.

1I1.2 Desarroliar un método que permita analizar a nivel ultraestructural y de manera

directa las particulas nucleares que contienen RNA.

1113 Utilizando sondas de gDNA analizar las particulas nucleares que intervienen en el

metabolismo de los mRNAs.

1[4 Localizar mediante hibridacién in situ fluorescente y ultraestructural la distribucion

del U14 snRNA.

TIL5 Generar sondas de DNA por PCR para localizar in vitro e in situ al Ul14 snRNA.

{116 Analizar la molécula del U14 snRNA como un posible marcador molecular para

estudios filogenéticos.



Material y Métodos

IV Material y Métodos
1V.1 Células
Se trabajé con dos lineas celulares transformadas: La linea NRK-52E, que son células

epiteliales de rifién de rata normal, y la linea Hela, (carcinoma cervicouterino humano).

Ambas lineas celulares se cultivaron en medio RPMI (Sigma) suplementado con L-
glutamina, aminocidos no esenciales y suero fetal bovino al 10% (Gibco). Las células se
desarrollaron hasta llegar a subconfluencia en cajas de 6 pozos estériles y sobre
cubreobjetos de vidrio del ntmero 1 (estos cubreobjetos fueron tratados previamente con
una mezcla de acido clorhidrico y sulfirico concentrados. Por una hora se sumergieron en
la mezcla y después fueron lavados con agua corriente hasta obtener un pH neutro y se
almacenaron en etanol 96%) para su posterior utilizacién a manera de monocapa adherida

al vidrio.
IV.2 Microscopia electronica.

Pequetios fragmentos de higado de ratén (Mus musculus) no mayores de lmm de diametro
fueron fijados en una mezcla de paraformaldehido 4%-glutaraldehido 0.5% o en
paraformaldehido 4% durante 30 minutos a temperatura ambiente. Se utiliz6 buffer de
fosfatos salino (PBS) pH 7.3 para diluir estos fijadores. Después de que las muestras se
lavaron con PBS, fueron deshidratadas con metanol e incluidas en la resina hidrofilica
Lowicryl K4M a —20°C de acuerdo a protocolos ya descritos (Roth, 1986). La
polimerizacién se llevé a cabo con luz ultravioleta a —20°C durante 24 h. Se obtuvieron

cortes ultrafinos de aproximadamente 60nm de grosor y se montaron en rejillas de oro para
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microscopia electrnica cubiertas con una membrana de resina formvar. Las observaciones

fueron hechas en un microscopio electronico de transmision Carl Zeiss EM-10.
IV.3 Extraccion de DNA gendomico

La extraccién de DNA se llevé a cabo como se describe en Sambrook y cols. con algunas
modificaciones. Se hizo la diseccién del bazo de ra‘tén y se secciond inmediatamente en un
microtomo de congelacion (Cryocut 1800, Reichert-Jung) a —17°C paré obtener cortes de
20um de grosm;. Se utilizaron aproximadamente 30 cortes por extraccién. La extraccion se
llevé a cabo incubando los cortes durante toda la noche en un buffer SDS-Proteinasa K a
42°C y después se usod fenol-cloroformo. El DNA se precipité con NaCl y etanol 100% a —
20°C. El DNA fue resuspendido en buffer TE obteniendo una concentracién de 1.75 pg/ul.
La integridad del DNA fue analizada con geles de agarosa al 0.7%. La concentracion fue
medida por absorbancia a una longitud de onda de 260nm. Se consideré como pureza

6ptima cuando la relacién ODyg/ODagg dio como resultado 1.8.

L EDTA L
*El pH se aJusta a 8 0
-eon; HCl r

Piotsiiiasa K. 200jig/ind

1IV.4 PCR

Se utilizd la técnica de PCR para amplificar la region del intrén 5 del gen para la
» b J
proteina hsc70 de ratdn. Se usaron los primers GAGCTGAACAAGAGCATTAAC

(forward) y TGTCTCCAGATAGAATGGC (reverse) a una concentracién de 3 ng/ul para
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obtener un amplificado de 292pb. La mezcla para la reaccion incluyé 10mM de dNTPs
(dATP, dGTP, dCTP y dTTP), 3.5mM de MgCl,, buffer de amplificacién 10X (50mM KCI
+ 10mM Tris-HC! pH 9.0), 150mg/ml de BSA (albumina), DMSO al 5%
(dimetilsulféxido), 2.5U de Taq polimerasa (Amplitaq, Perkin Elmer™) y 10ng/ul de
gDNA de ratén como molde, toda la mezcla se llevé a un volumen final de 50ul con H2O
cbp. La amplificacién se llevo a cabo en un termociclador modelo 980 (Perkin Elmerm)

con las siguientes condiciones:

95°C - Smin
95°C -4SSeg}
40 ciclos

63°C — 3min

72°C-4min
El amplificado se corrid en un gel de agarosa al 2.5 %, obteniendo una banda cercana a los
300pb, la cual fue cortada del gel e incubada durante toda la noche en H,0 dd para eluir el
DNA amplificado, recuperando aproximadamente 2ng/pl de amplificado. Esta
concentracién de amplificado fue usada como molde para reamplificar con las mismas

condiciones arriba descritas.

IV.5 Ensayo de restriccidn.

Para corroborar que €l amplificado obtenido era la secuencia esperada se siguieron dos
criterios. El primero fue el patrén de corrimiento electroforético del amplificado comparado
con la banda de 300pb del marcador de peso molecular (leader 100pb). El segundo fue su

patrén de restriccion con la enzima Alu [,
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Para determinar la enzima de restriccién que sé debia utilizar y el tamafio de los segmentos
resultantes, se empledé el programa de cémputo Webcutter version 2.0
(http:/firstmarket.com/firstmarket/cutter/cut2 html). Este programa permite realizar un mapa de
restriccion de la secuencia en cuestién, eligiendo una o varias (e incluso todas) enzimas de
restriccion de su banco de datos. El resultado nos indica cuantas bandas y de cuantos pares
de bases esperamos usando una determinada enzima.

El amplificado se incubd durante toda la noche a 37°C con la enzima Alu I. Se verificé el
resultado en un gel de agarosa 2.5%, corriendo el ampliﬁqado y la muestra restringida en
carriles contiguos bajo las condiciones antes descritas. El patron de restriccion con esta

enzima genera una banda de 230pb, fécil de distinguir del amplificado original.
IV.6 Extraccion de RNA total

Se llevd a cabo la extraccion de RNA mediante la aplicacién de Trizol (Chomezynski and
Sacchi,1987, modificada utilizando Trizol), para su posterior uso en el Northern blot. Todo
el material usado debe ser previamente esterilizado y el agua que se emplea en las

soluciones debe tratarse con DEPC (dietilpiricarbonato) que es un inhibidor de RNasas:



Material y Métodos

Agregar 1ml de trizol por cada 100mg de tejido e incubar 5min a temp. amb.

4

Adicionar 400p] de cloroformo frio y agitar vigorosamente

g

Centrifugar a 10000rpm en tubos corex a 4°C durante 15min

8
Recuperar la fase acuosa y transferirla a otro tubo
Adicionar isopropanol frio en volumen igual al recuperado de la fase acuosa

g

Incubar a temp. amb. durante Smin

g

Centrifugar a 10000rpm en tubos corex a 4°C durante 15min

il

Decantar suavemente el sobrenadante. Esperar 5 min con el tubo invertido sobre un papel

absorbente

4

Agregar al botén 1mi de etanol 75% frio y resuspender

4

Centrifugar a 10000rpm en tubos corex a 4°C durante 10min

a

Decantar suavemente el sobrenadante

4

Resuspender en 40pl de TE

g

Medir absorbancia a 260 y 28})nm
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IV.7 Marcado de la sonda para Northern blot.

Se utilizé un kit basado en el método de Random Primer (Gibco BRL) para marcar la sonda
de Ul4 de 292pb. La mezcla para la reaccién contiene 25ng de sonda desnaturalizada
(10min 70°C y enfriar en hielo), dATP, dGTP, dTTP (O.Squ, 2ul de cada uno), Random
Primers (18 OD;g/ml hexdmeros de deoxiribonucledtidos, 15uf), S0uCi de [o-*2P] ACTP
(5ul), fragmento Klenow de la DNApoll , 1ul (3U/ul), se adiciona H,0O para llevarlo a un
volumen de 50ul y se incuba a 25°C durante th (Feinberg AP and Vogelstein B, 1983). La

reaccion se detiene con Sl de stop buffer (Na2 EDTA, 0.2M, pH 7.5).

1V.8 Northern blot.

El RNA obtenido de la extraccién con trizol fue cuantificado por espectrofotometria y

corrido en un gel de agarosa en condiciones desnaturalizantes.

prev:ament calentado’ a 70°C

En cada pozo se cargé una mezcla de 13pl de buffer de carga para RNA (Sigma), 10pg de
RNA y H,0 (DEPC) a fin de completar 26pl. Se corrid a 14 Volits durante toda la noche a
temperatura ambiente. El gel se tifid con bromuro de etidio para constatar la integridad del

RNA y después se transfirié a una membrana de nylon usando buffer TAE 1X a 4°C
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durante toda la noche con un voltaje de 15 Volts. Al final se lavé con 2Xssc, se horneé

durante 2hrs a 80°C v se almacen a 4°C hasta su uso para la hibridacién.

La membrana con el RNA transferido de células Hela, células NRK, ovario de ratén
adulto, testiculo y timo de embrién de ratén (17 dias), ovario de embrién de pollo (13.5
dias) e higado de raton adulto, fue puesta en una bolsa de plastico con una mezcla de
prehibridacion a 42°C durante 18hrs (25mM de buffer de fosfatos pH 6.5, SXssc, Ficoll
0.2%, PVP 0.2%, formamida 50% y 200pg/mi de DNA de esperma de salmon).

Después de la prehibridacion se abri6 la bolsa y se agregaron 44pl de la sonda marcada
(IZZxIO6 CPM, como se recomienda para las sondas marcadas con el kit de Gibco antes
mencionado). La sonda fue previamente desnaturalizada calentdndola a 70°C durante
10min. La membrana se incubd durante 36hrs. a 37°C. Se hicieron dos lavados finales en

0.1xSSC, pH 7.0, conteniendo 0.1% SDS a 55°C (ver Trinh-Rohiik and Maxwell, 1988).

IV.9 Densitometria

La medicién densitométrica de las bandas obtenidas con el ensayo de Northern usando el
amplificado de 292pb del intrén 5 de la hsc70 fue realizada con un densitometro Hoefer
Scientic Instruments modelo GS300. Se hizo la medicion de intensidad de cada banda con
valores de transmitansia y se obtuvo el valor del 4rea bajo la curva de cada una de ellas

para después calcular el porcentaje de area correspondiente a cada banda.
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IV.10 Marcado de la sonda para hibridacién in situ

Tanto la sonda de Ul4 como el gDNA fueron marcados por el método de nick translation
utilizando el sistema de marcaje BioNick (Gibco BRL) para incorporar nucleétidos
biotinados (Langer, et. al., 1981). En la reaccion se adicionan dNTP’s 0.2mM, 0.1mM de
bio-14-dATP, 0.5 unidades/ul de DNA polimerasa | de Eschericia coli y 0.0075
unidades/ul de DNasa I de pancreas bovino.

Se marc6é aproximadamente lug de sonda por cada reaccion, dejando incubar a 16°C

durante 1h, 2hrs y 2 Yhrs, El tamafio de la sonda (entre 100 y 500 pb para el gDNA) fue
monitoreado mediante electroforésis en gel de agarosa al 1%.

IV.11 Hibridacidn in situ fluorescente y ultraestructural

Tanto para la localizacién del Ul4 snoRNA como para la sonda total de gDNA se

utilizaron los siguientes protocolos de hibridacion:
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Hibridacién in situ fluorescente
Células NRK [T células HeLa
Lavar conﬁ’BS pH7.4

Fijacion: Paraformaldehido 4% en PBS
15 min , temp. Ambiente

8

PBS 3 cambios de 5 min. cada uno

Tritén X-100, 0.5% en PBS
4 min. a 4°C

I

PBS 3 cambios de 5 min. cada uno

I

Solucidn salina concentrada 2X (2X ssc) 5 min.

1

Incubar con mezcla de hibridacidn
en cAmara hiimeda toda la noche a 42°C

I

4X ssc 3 cambios de 5 min ¢/u

l
Estreptavidina-FITC : 4Xssc, 1:20

2 ¥ hrs. Temp. Amb. Oscuridad

il

4¥ssc 3 cambios de 5 min. ¢/u

g

Montar en medio antioxidante

Material y Métodos
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Hibridacién in situ ultraestructural

Cortes ultrafinos (higado de ratén)
montados en rejillas de oro cubiertas con formvar
I
Solucidn salina concentrada 2X (2X ss¢) 5 min.

4
Incubar con RNasa libre de DNasa
| 1h.37%

I

2X ssc 3 c;irnbios 5 min. ¢/u
i
Incubar con mezcla de hibridacion

en camara htimeda toda la noche a 42°C

4X ssc 3 cambios de 5 min ¢/u
1
Estreptavidina-oro (10nm): 4Xssc, 1:20
Toda la noche 2 4°C

ﬂ

4Xssc 3 cambios de 5 min. c/u

g

H,0dd 2 cambios 5 min. c/u
Il

Acetato de uranilo 5% Smin.
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1V.12 Analisis de secuencias nucleotidicas

Para la obtencion de las secuencias reportadas de diferentes especies para el Ul4 snoRNA

se utilizo el Entrez Browser (hitp:/www.ncbinlmnih.gow/Entrez/nucleotide/html) provisto por el

National Center for Biotechnology, el cual tiene acceso directo al GenBank Sequence
Database.
Después de la recopilacién de las secuencias de Ul4 reportadas, se pracedié con el

alineamiento de las mismas utilizando para ello el programa Clustal W 1.7 para alineacién

multiple de secuencias (http:/dot.imgen.bem.tinc.edu:933 H/multi-align/multi-

El 4rbol filogenético se generd utilizando el paquete Phylip (Phylogeny Inference Package).
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o,

V Resultados

V.1 Extracciéon de DNA gendémico. Mediante la
utilizacién de cortes por congelacion y la extraccion

con fenol cloroformo, se logrd obtener DNA

genomico con buena integridad cercano a la banda de
23kb (fig. 12) del marcador de peso molecular y con -
una concentracion de 1.7ug/ul. Asi mismo la
extraccion de DNA se llevé a cabo en diferentes

i 564 i
tejidos tanto de rata como raton (fig. 12).

Fig.12. Electroforésis en pgel de
agarosa 0.7%. Carril 1:A Hind III;
2 2:gDNA higado de rata; 3 gDNA
bazo de rata; 3: gDNA bazo de ratén.

pb

1 4. -

V.2 Sonda de gDNA: El gDNA fue utilizado como sustrato para la

DNA pol I para incorporar bio-14-dATP por nick translation y asi
" utilizarlo como sonda de hibridacién. El curso de la reaccién fue
o -

vigilado mediante electroforésis en agarosa obteniendo fragmentos de

entre 125 y 500pb aproximadamente (fig 13).

Fig.13. Agarosa 1%.
1A Hind HI; 2:gDNA
marcado  por  nick
translation

V.3 Localizacién de RNA total: Usando como sonda el gDNA mafcado con biotina y
utilizando el protocolo para la hibridacién in situ fluorescente y ultraestructural se lievé a
cabo la localizacién del RNA total. A nivel de microscopia de luz y con tiempo de lhen la

reaccién de nick translation, se observa una localizacién preferentemente en el nucleo con
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poca o casi ninguna sefial en el nucléolo. También se ve sefial difusa en el citoplasma

aunque de menor intensidad que en el nicleo (fig.14).

A nivel ultraestructural se tuvieron resultados diferentes dependiendo del tiempo
transcurrido durante la reaccién de marcaje por nick translation. Asi, en los tres tiempos
analizados se encontr6 sefial preferentemente en el niicleo en la regién del nucleoplasma y

como era de esperarse la cromatina compacta se encontré sin sefial (figs. 15, 16, 17).

Con tiempos cortos de digestion (lh) en el marcaje de la sonda se encontré sefial
principalmente en nucleoplasma, poca en el nucléolo y poca también en citoplasma. La
sefial en el nicleo se localiza preferentemente en las regiones fibrilares y con la cromatina
compacta excluida de seifal (fig.15). La sefial encontrada en nucléolo se observé hacia los

componentes fibrilares (fig. 15).
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Fig.14. Localizacién de RNA total en células HeLa mediante hibridacién
in situ fluorescente. La sefial se localiza principalmente en el micleo, con
citoplasma y nuciéolos mostrando poca intensidad.

Fig. 15. Nticleo celular interfasico de hepatocito de ratén. Hibridacién in situ usando gDNA como sonda. La
reaccion de nick translation transcurrié por 1h. La cromatina compacta se encuentra libre de sefial
(ch) mientras que las zonas fibrilares (cabezas de flecha) del nucieoplasma presentan la mayor parte
de las particulas de oro. El nucléolo (Nu) presenta sefial en sus componentes fibrilares (flecha).
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Conforme el tiempo de laTeaccion de marcaje fue aumentando, se noté un incremento en la
sefial (fig. 16). Los tiempos més prolongados de marcaje también mostraron la aparicion de

sefial en los elementos granulares del nficleo como son los grénulos intercromatinianos y

los granulos pericromatinianos (fig 17).

usando ¢omo sonda gDNA con 2 hrs. de marcaje por nick translation.

o TEC :
Fig.16. Hibridacion in situ

Las flechas muestran la sefial con granos de oro que aumenta con relacién al tiempo durante el
cual transcurre la reacién de marcaje, N: niicleo, ¢h: cromatina compacta, Cy: citoplasma.
Barra 200nm,

Como se mencioné en material y métodos, al incubar con RNasa antes del proceso de

hibridacién la sefial presente en las células es practicamente nula (fig. 18).
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Fba
)

5 te \M';a,§§5 = i
R o

Fig.17. Hibridacién ir situ ultracstructural en higado de ratén usando gDNA como sonda. El gDNA
fue marcado por mick translation durante 2% hrs. Las flechas muestran los grénulos
pericromatinianos con sefial. N: nicleo, ch: cromatina, IG: grénulos intercromatinianos,

Cy: citoplasma. Barra 0.5um.
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Fig.}8: Incubacién con RNasa antes de llevar a cabo la hibridacién. La poca sefial detectada se
seftala con flechas.

49



Resultados

V.4 Amplificacion de sonda para el Ul4 snRNA mediante PCR.

Mediante el analisis de la secuencia del Ul4 snRNA de ratén se determiné que el
amplificado esperado usando los primers mencionados en material y métodos era el

siguiente:

(Mapa fisco modificado de Dworniczak y Mirault, 1987)

= 3048 pb gen a0 |

ATGATATTGTCTTGGTGGGTGGTTCTACCAGAATCCCCAAGATTCAGAAACTTC

TGCAAGACTTCTTCAATGGAAAAGA GCTGAACAAGAGCATTAACCCCGATGAAG
EXON 5 INTRON 5
CTGTTGCCTATGGTGCAG GTAAATACATACAGCCTTTATAGTCTTTATAATCTC

AGCAAGTCCTGTAAGATcgetgtgatgatggaticcaaaaccattcgtagtticcaccagaagtgetgtgttggeta
gttccttccttggatgtctgagcgaatGAAACATACATATGTTGAGTAGATTGCAGTTACAGTG

INTRON 5 | EXON 6 :
CGTTGTTTCTAACTTTTTTTTITTITCTITTTATAG CTGTCCAGGCAGCCATTCTAT

CTGGAGACA

Fig. 19. Representacién del mapa fisico del gen para la proteina hsc70 y de la secuencia comprendida entre el exén
5y 6, la cula contiene la secuencia codificante del snoRNA Ui4l Exon, B U14, _ intrén. Las letras itélicas
representan los primers y las mindsculas representan la regién que codifica al Ul4.
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El mapa de restriccion con la enzima Alu I se llevé a cabo en primera instancia con et
programa Webcutter 2.0:

Alul Alul
GAGC*TGAACAAGAGCATTAACCCCGATGAAGCH*TGTTGCCTATGGTGCAGGT
AAATACATACAGCCTTTATAGTCTTTATAATCTCAGCAAGTCCTGTAAGATTCG
CTGTGATGATGGATTCCAAAACCATTCGTAGTTTCCACCAGAAGTGCTGTGTTG
GCTAGTTCCTTCCTTGGATGTCTGAGCGAATGAAACATACATATGTTGAGTAGA
TTGCAGTTACAGTGCGTTGTTTCTAACTTTTTTTTTTTCTTTTTATAG?JI:IT!GTCCA

GGCAGCCATTCTATCTGGAGACA

Debido a lo anterior, se esperaban 4 segmentos
después de incubar con Alu I, la cual reconoce la
secuencia AG/CT. Los segmentos esperados eran
de 4, 28, 230 y 30 pb, de los cuales la banda de

230 pb seria facilmente reconocida en un gel de

agarosa 2.5%.

Experimentalmente se obtuvo el amplificado de

292 pb esperado y el ensayo de restriccidn

corroboré los datos generados con Webcutter

fi 20) . Fig.20. Producto de la reaccién de PCR y

( 18 : ensayo de restriccion, 1: marcador de
peso molecular, 2 y 4: producto de PCR,
3: producto de restriccion con Alu 1.
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V.5 Deteccién del snoRNA Ul4 in vitro.

El amplificado de 292pb fue usado como sonda biotinada para localizar el ﬁ14 snoRNA in
situ. También fue usado para localizar in vitro este RNA en diferentes tejidos y especies
mediante la implcmeﬁtacién de un Northern blot (la fig.21 muestra la integridad del RNA
total después de la extraccion). Este ensayo puso de manifiesto la presencia del snoRNA
Ul4 en ratdn, tanto en higado y ovario de ratén adulto, como en testiculo y timo de
embridn de ratén de 17 dias. De manera similar se puso de manifiesto en células Helay en
células NRK aunque parece exi;tir diferencias entre de peso molecular entre el RNA
detectado en células HeLa y el resto de las muestras. Con respecto a la muestra de ovario de

pollo, no se logré localizar el RNA en cuestién (fig. 22).

Fig. 21. Extraccién de RNA total, se aprecia la
integridad del RNA y se distinguen de manera
bien definida las bandas correspondientes al 285,
185 y también una banda menor a las 240 pb
correspondiente a los RNAs de bajo peso
molecular. En cada carril se cargaron 10ug de
RMA. Carril 1: marcador de peso molecular, 2:
RNA de células-HeLa, 3: de células NRK, 4: de
ovario de ratén adulto, 5: de testiculo de embridn
de ratén de 17 dlas, 6: de timo de embrién de
ratén, 7: ovario de embrién de pollo (13 dias), 8:
de higado de ratén adulto.

9.49

0.24 §

V.6 Densitometria.

Para saber si existe alguna diferencia en la expresién del snoRNA Ul4 en los diferentes
tejidos analizados, se hizo un analisis densitométrico de la placa fotogréfica procedente del
northern. La figura 23 muestra el perfil densitométrico de todas las muestras excepto la de
las células HeLa debido a que el peso molecular es diferente y el anélisis es lineal. En la
tabla  se muestra el porcentaje de area correspondiente a cada una de las muestras

presentadas en la grafica de la figura 23.
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Fig. 22: Northern blot usande
como sonda el amplificado de
292pb conteniendo la secuencia
codificante del snoRNA Ul4.
Los carriles corresponden con
los de la figura 21. Los dos
asteriscos sefialan la posicién
del rRNA 185 y el asterisco
seftala la posicién del fRNA
165, Se puede observar la
expresion de este RNA en
todos los tejides analizados,
excepto en el correspondiente a
ovario de embritn de pollo,

Fig, 23: Perfil densitométrico
del Northern blot presentado en
la figura 22. Los nimeros de
cada pico corresponden con la
mustra como se scfiala en la
figura 22. No aparece el pico
namero 2 ya que no
corresponde al peso molecular
de las demés bandas.

Resultados

kpb

.49

-

2 3 4 B &

7

255

V.7 Calculo del drea bajo la eurva
n ALTURA ANCHO AREA %AREA
3 66 101 4879 7.3
4 116 119 9560 14.3
5 244 185 26830 40.2
6 134 301 8263 12.4
8 166 200 17281 25.9

Tabla 4 ; Célculo del 4rea bajo la curva de cada una de las muestras analizadas mediante integracion rapida.
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De estos resultados se puede notar que el testiculo de embrién de ratoh de 17 dias es el que
presenta una mayor expresién de snoRNA U14, seguido de cerca por el higado de ratén
adulto. También se observa que las células NRK lo producen en la menor de las

concentraciones y que en embrion de pollo no es detectable.

V.8 Deteccion del Ul4 snRNA in situ.

Mediante el uso de hibridacién in situ fluorescente se llevo a cabo la deteccion del Ul4
snRNA en células HeLa cultivadas en nuestro laboratorio. Como se muestra en la figura 24,
la sefial se localizé. principalmente en los nucléolos de las células en interfase. Aunado a
estos resultados, también se detectd sefial en algunas particulas nucleares que
morfolégicamente parecen corresponder a los cuerpos espiralados (CBs), que son

abundantes y de aproximadamente una micra de didmetro en las células HeLa (fig. 25).

Fig. 24: Hibndacién in situ fluorescente para localizar el snoRNA Ul4. La
sefial s¢ localiza preferentemente en los nucléolos (flechas), Células Hela.
Izquierda contraste de fases; derecha fluorescencia.
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Fig. 25: Localizacién del snoRNA Ul4 en células Hela La flecha sefiala una estructura
granular del niicleo con las caracteristicas morfoldgicas de un cuerpo espiralado. N: nicleo.

G

Fig. 26; Localizacion del snoRNA U14
La sefial (flechas) se encuentra distribuida principalmente en el componente
fibrilar denso (FDC). CF: centros fibrilares.

¥
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A nivel ultraestructural se encontrd sefial hacia la regién del componenie fibrilar denso del

nucléolo (fig. 26).
V.9 Anilisis filogenético de 1a secuencia del snoRNA Ul4.

Por Gltimo se hizo una recopilacién de las secuencias del U14 reportadas hasta la fecha para
analizarlas después de su alineacién utilizando el ﬁrograma de alineacién multiple
Clustal W. Los resultados de la alineacidn. de las secuencias (fig. 27) fueron analizados en
el programa Phylip para generar una hipétesis evolutiva de la molécula mediante el método
de parsimonia (fig. 28), todo esto con el proposito de evaluar el significado del Ul4 como
un marcador filogenético. Para la generacién del arbol mediante el método de parsimonia se
tomé como grupo externo a la levadura Saccharomyces cerevisiae. A partir de esta
hipdtesis filogenética, se observa qﬁe la molécula del U14 no parece contradecir los arboles
generados tomando en cuenta otros caracteres o moléculas, e incluso al revisar la historia
natural de las especies impligadas, este drbol es consistente con otras hipétesis evolutivas

més robustas (como las generadas con las secuencias de la subunidad pequefia del rRNA).

Con respecto a la historia evolutiva de la molécula perse, se puede notar que el arbol
filogenético sugiere que la mayoria de estas moléculas han surgido en eventos de
duplicacién reciente. No obstante estas aseveraciones deben tomarse con cautela dada la
longitud de las moléculas de Ul4, ya que son muy pequefias como para que ios andlisis

matematicos a que son sometidas sean lo suficientemente robustos (ver Woese, 1987).
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Fig. 28: Arbol filogenético utilizando el método de parsimonia y los datos de alineacién miltipte de la fig. 27.Las
abreviaturas son igual que en la figura anterior,
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Discusién y conclusiones

V1 Discusién y conclusiones
VI.1 El uso de sondas de gDNA permite localizar estructuras nucleares con RNA

En trabajos anteriores a este, ya se habian utilizado sondas de DNA Virai total para localizar
in situ a presencia del RNA de virus como el Ad2 (Jiménez-Garcia y Spector, 1993;
Jiménez-Garcia, ef. al., 1993). Sin embargo no se ha reportado antes el uso de sondas de
DNA genomico para localizar RNA celular. El uso de sondas de gDNA, extraido con los
métodos convencionales de fenol-cloroformo y marcado con biotina por nick transiation,
descrito en este trabajo, permitié la deteccion ultraestructural in sifu de particulas nucleares

confeniendo RNA.

Se han reportado otras técnicas para localizar de manera preferente el RNA, como es el
caso de la tincidn para ribonucleoproteinas con EbTA (Bernhard, 1969). También hay otras
pruebas que localizan de manera indirecta el IRNA, como la del marcado con RNasa
(Bendayan, 1981) o con inmunodeteccion después de incubar con la enzima poliadenilato

nucleotidil transferasa (Thiry, 1993).

La hibridacién in situ es un método disefiado para localizar especificamente y de manera
directa, las particulas que contienen secuencias de dcidos nucleicos en los compartimentos
celulares (Gall y Pardue, 1969; John, et. al., 1969). RNAs celulares especificos, tales como
el rRNA, RNA mitocondrial, UsnRNAs, poly (A), y secuencias Alu, han sido localizadas
por hibridacién in situ ultraestructural con sondas especificas (Puvion-Dutilleul y Puvion,

1996).

60



Discusién y conclusiones

El método que presentamos aqui es especifico para localizar RNA, puesto que la reacci(i')n
de hibridacién se lleva a cabo en condiciones no desnaturalizantes. Se debe recordar que la
mayorfa del DNA se encuentra en doble cadena, y ésta tendria que abrirse (desnaturalizar)
para poder ser detectada por hibridacién con sondas complementarias. Al analizar los
resultados (figs. 15, 16 y 17) se observa la ausencia de sefial en la cromatina compacta, lo
cual viene a corroborar la e§peciﬁcidad del método. Més atn, al llevar a cabo ¢l ensayo de
hibridacién in situ con tna incubacién previa con RNasa (fig. 18), se corrobora que la

molécula que se detectd en los ensayos anteriores es degradada por este tratamiento.

Este método es al mismo tiempo muy sensible, ya que puede detectar bajas cantidades de
RNA en el niicleo. Esto esta relacionado de manera muy estrecha con la concentracién de
sonda utilizada para la hibridacién. Como se muestra en los resultados, mientras mas

concentrada es la sonda, genera una sefial mas intensa (Figs. 16 y 17).

Como se observa en la figura 15, el nucléolo presenta escasa sefial a pesar de que se sabe
que existe un gran ndmero de copias de tRNA produciéndose y madurando en €l. Esto se
explica con base en el punto anterior. Tomando en cuenta que el genoma haploide de
humano contiene aproximadamente 3213 megabases (The National Human Genome
Research Institute, USA) y el gen de rDNA presenta aproximadamente 2.6 megabases en
las 200 copias (incluyendo lo‘s espaciadores transcritos) del genoma; la sonda que localiza
rRNA representa tan 5olo un 0.08% del total de la sonda de gDNA utilizada. Por esta razon

(baja concentracién) es que explicamos la falta de sefial en nucléolo.
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Discusién y conclusiones

VL2 La hibridacién in situ ultraestructural con sondas de gDNA puede usarse para

analizar el metabolismo de los RNAs intranucleares.

El método de marcado por nick translation esté basado en la accion conjunta y secuencial
&e dos enzimas (Rigby, ef. al., 1977). La primera es la DNasa I de pancreas bovino, la cual
es una deoxiribonucleasa que tiene como substrato al DNA de doble cadena. Su mecanismo
de accién se da en dos pasos, como se explica en la figura 29, y genera extremos 5

monoesterificados (en Weir, 1993).

5 30
3

5 5P 5P 5'P 3
3 §'P

5 5P 5'P 5P ¥
3 : 5'P 5P 5'P 5P 5

Figura 29: Mecanismo en dos pasos de la DNasa I de pancreas bovino. Esta es la enzima que forma los “nicks” o
“nellizcos” que reconoce la DNA pol I. Adems en ¢l segundo paso de su reaccién genera fragmentos mis pequefias que
€l sustrato original. -



Discusi6n y conclusiones

Esta enzima genera el substrato propicio para la DNA pol I de Escherichia coli, la cual
reconoce los “nicks” y utiliza los extremos 3’-OH terminal libres. Debido a que es una
enzima que esta involucrada en procesos de reparacion en E. coli, presenta varias
propiedades caracteristicas. Tiene acigividad de nucleasa 5> —3’, por lo que al reconocer
su substrato empieza a quitar los nucledtidos de la cadena preexistente. Después actiia su
propiedad de polimerasa 5’— 3°, y tomando como molde la cadena complementaria
resintetiza la cadena antes degradada usando los nucleétidos trifosfatados (ANTPs) que hay
en el medio (fig. 30). De esta propiedad se toma ventaja para los sistemas de marcaie in
vitro. Al substituir uno de los 4 nucleétidos que forman el DNA por un analogo con
isotopos radioactivos o un hapteno, como el caso de la digoxigenina o la biotina, se pueden
generar sondas con elementos que los distinguen, y pueden ser localizados después gracias

a ésta distincion con el resto de las moléculas.

1 | OHP

i

DNA poll
Bio-dATP
' dNTPs

Figura 29: Reaccion de nick transiation. La DNA pol 1 reconoce los nicks generados por la DNasa I, resintetizando la
cadena usande como molde Ja antiparalela y utilizando los dNTPs del medio. El nick se va recorriendo a lo largo de la
cadena, de ahi el nombre de nick transiation.
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En el presente trabajo utilizamos marcaje no radiactivo con brio-14-dATP, que lleva
incorporada la vitamina biotina (Langer, et. al., 1981). La biotina ha sido ampliamente
utilizada para hibridacién in situ tanto de fluorescencia como ultraestructural (en Segura-
Valdez, er. al., 1997) ya que puedt_a ser detectada facilmente con el uso de avidina o

estreptavidina acoplada a flucrocromos o a particulas de oro coloidal.

Al utilizar el gDNA como substrato para la reaccion de nick transiation, partimos de la idea
de que una molécula muy grande terminaria siendo cortada en pedazos mas pequefios {que
a su vez incorporarian bio-14-dAMP) por la accién de la DNasa I (fig. 29). Esto se
corrobord con el gel de agarosa que muestra la generacion de fragmentos de entre 100 y

500 pb (fig. 13).

Debido a la manera en que la DNasa genera los fragmentos, es de esperarse que mientras se
prolongue el tiempo de la reaccién, ésta generard fragmentos cada vez més pequefios. De
hecho si la reaccién es de tiempos largos y la concentracién de la DNasa I es alta, puede
llegar a degradar la cadena hasta mononucle6tidos (en Weir, 1993). Con base en esto, se

plantea que a tiempos mas largos de digestion habré més sitios de corte en el DNA.

Debido a que el DNA de eucariontes se encuentra formado por exones e intrones (pag. 9),
nuestro método de marcaje esti generando sondas con ambas secuencias, las cuales
localizarén preferentemente RNAs precursores (en el caso de mensajeros, pre-mRINAS),

esto es, localizaran los RNAs que todavia tienen intrones.
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Al extender el tiempo de digestion con la DNasa 1, la posibilidad de generar sondas con
secuencias de intrones v exones separadas, aumenta. Estas sondas son capaces de unirse
tanto 2 RNAs precursores como maduros (fig. 31). Con base en este razonamiento
planteamos que a tiempos cortos de digestién estamos localizando preferentemente sitios
donde el RNA se encuentra en estado de menor procesamiento, mientras que con tiempos
largos de digestién localizamos ademas sitios con RNAs en estado de maduracion

avanzado.

Exon ntron Exén Intrén Exon

Nick ranslation
Tiempos cortos

_mﬂllﬂ[[_mmummx—-

Nick translation
Tiempos prolongados

-ﬂ]]IB]]][[[[B_IIl]]]ﬂIl]I[I]]_-

Figura 31: Esquema que muestra la generacion de sondas de diferentes tamafios (y secuencias) a partir de gDNA mediante
nick transiation,

V1.3 La hibridacion in sifu ultraestructural localiza de manera directa acidos

nucleicos en particulas nucleares.

Como ya se menciono, existen otras técnicas que permiten la localizacion de manera

indirecta de las moléculas de RNA en el nucleo (uso de enzimas e inmunodeteccién, por
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ejemplo). Pero cuando se usan sondas de DNA para hibridacién in situ, se esta detectando

- de manera directa la secuencia que es complementaria en la célula.

Con los resultados obtenidos en este trabajo, reportamos la presencia de RNA en
subestructuras nucleares en las que previamente se ha corroborado la existencia de tal dcido
nucleico. Tal es el caso de las fibras pericromatinianas y los granulos intercromatinianos,
los cuales estan involucrados en la dindmica del metabolismo del pre-mRNA, tanto en su

transcripcion como maduracidn (ver fig. 11).

Al utilizar sondas generadas con tiempos largos de digesti6n, reportamos la existencia de
sefial en los granulos pericromatinianos, por lo que postulamos que son sitios que contienen

RNA en estados de maduracion avanzados.

Aunque los PCGs no se han estudiado tan bien como las otras particulas nucleares (PF,
ICG y nucléolo), existen lineas de evidencia que apoyan el hecho de que contiene;l mRNA
ya procesado. Recientemente se h_a mostrado que mediante el uso de‘ espectroscopia de
pérdida de energia, que los PCGs tienen un alto contenido de fésforo (Vé.zquéz‘-Niq, et. al.,
1996).

Nuestros resultados apoyan la hipétesis de que los PCGs contienen mRNA maduro y que

pueden ser sitios de almacén y/o procesamiento del mismo.
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V1.4 El U14 snRNA esta vinculado al metai)olismo del mRNA y del rRNA

La presencia del Ut4 snRNA en intrones de los genes de mRNAs y su participacion en el
procesamiento del rRNA ha sido fuertemente apoyada por estudios bioquimicos (Maxwell
y Fournier, 1995). En el presente trabajo corroboramos la presencia de la secuencia
codificante del U14 en el intrén S del gen Asc70 utilizando oligos que amplifican el intrén

completo por PCR (figs. 19 y 20).

Aunado a esto pudimos detectar in situ la presencia del Ul4 en el nucléolo con
microscopia de f!fuorescencia (fig. 24). Ademas reportamos su localizacion ultraestructural
en la regién del componente fibrilar denso del nucléolo (fig. 26), esto ya habia sido
reportado pero con microscopia confocal, lo cual no provee la resolucién que obtuvimos
con el microscopio electrénico. Estos datos aportan el sustento morfologico que propone la

intervencién del Ul4 en los primeros pasos del procesamiento del pre-tRNA.

Se sabe que el Ul4 colocaliza en algunos sitios del nucléolo con el U3 (Beven, et. al,
1996) y que ambos estdn estrechamente involucrados en el procesamiento del 183
(Mougey, ef. al., 1993; Maxwell y Fournier, 1995; Gerbi, 1997). Se ha propuesto que
ambos interactuan con el pre-tRNA por apareamiento de bases, a diferencia de otros
snoRNAs como el U8 (Rivera-Leon y Gerbi, 1997). El U3 ademés contintia unido por mas
tiempo con el pre-rRNA ya que se postula que participa en varios pasos de la maduracion, 2
diferencia del U14 que solo participa en los eventos iniciales (Gerbi y Boroviagin, 1997).
Es por esta razon que nosotros encontramos al Ul4 sélo en el DFC del nucléolo, y no en el

resto de los componentes nucleolares. Esto apoya una vez mds la intervencion del Ul4 en
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los eventos tempranos de la maduracién del pre-RNA, los cuales podrian ser el corte del

‘ETS 5° o la pseudouridinaciéon (y) que también ocurre en los primeros estadios del pre-

TRNA.

V1.5 £l U14 snRNA se encuentra en particulas que morfolégicamente corresponden a

los cuerpos espiralados (CBs).

Los CBs son m4s comunes en célula transformadas y cancerosas, que en células normales
(Spector, et. al., 1992; Ochs, et. al., 1994). Como se muestra en la figura 25, la hibridacion
in situ con la sonda de Ul4 detectd sefial en pecjueﬁ:)s cuerpos esféricos de
aproximadamente lum de didmetro, los cuales corresponden por su morfologia,

dimensiones y ubicacitn a los CBs presentes en células HeLa.

Este es el primer reporte de la presencia del U14 en CBs, en contraposicion de trabajos que
aseguran que no encontrarlo en estas particulas (Beven et. al., 1996). La misma situacion
se presentaba con el U3, ya que se afirmaba que no estaba presente en los CBs No fue sino
hasta que se implementé el uso de sondas de DNA con la secuencia completa del U3, que

se pudo localizar en pequefias cantidades en los CBs (J iménez-Garcia, er. al., 1994).

Se sabe de la presencia de tanto de la fibrilarina como del U3 en CBs, y también se ha
propuesto que ambas moléculas en conjﬁnto con el Ul4 podrian formar un complejo
ribonucleoproteico denominado procesoma, el cual actda en conjunto en el procesarmento

del pre-tRNA (Maxwell y Fournier, 1995). La presencia deI U14 en los CBs apoyaria la
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hipé6tesis de que la funcién de los CBs es la de procesamiento y/o transporte de algunos
snRNAs involucrados la maduracién del rRNA. Recientemente se han detectado los
espaciadores intergénicos del RNA policistrénico del U14 de plantas en los CBs, lo cual

apoya la idea anterior (Brown y Shaw, 1998).

Estos datos proponen que las cajas con interrogacion de la via de procesamiento y
transporte de snoRNAs podrian corresponder al menos en parte 0 tal vez del todo a los CBs
(fig. 11). Cabe mencionar que es necesario combinar el método de hibridacion in situ con la
inmunolocalizacion de la proteina p80 coilina para corroborar la colocalizacion de ambas

moléculas, trabajo que estamos desarrollando en nuestro laboratorio.

VL6 La sonda del Ul4 snRNA generada por PCR localiza la expresion del Ul4 en

células en cultivo y tejidos.

Utilizando sondas de DNA. conteniendo el intron 5 del gen Asc70, logramos detectar la
expresion del U14 en diferentes especies, de manera similar a resultados anteriores usando

como sonda oligos de las regiones conservadas (Trinh-Rohlik y Maxwell, 1988).

Nuestra sonda heteréloga no logro detectar la expresién del Ul4 en tejido de ave.
Probablemente esto se debi6 a las diferencias en secuencia que existen entre aves y
mamiferos. En el resto de las muestras se detect6 la presencia del Ul4 (fig. 22), no obstante
en el caso de las células HeLa' la banda se presento ligeramente con menor peso molecular.
La diferencia que existe entre la secuencia del Ul4 de ratén y humano es de tan solo 3

nucledtidos en longitud y hay doce posiciones en las que no coinciden los nucleétidos entre
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ambas (Lui y Maxwell, 1990). A pesar de esto no tenemos elementos para explicar la
diferencia en cuanto a la banda detectada en células cancerosas. Probablemente el proceso
patolégico esté caracterizado también por la falta de reconocimiento de las secuencias
conservadas que se propone estin vinculadas con la maduracion del Ul4 (Xia y Maxwell,
1997) y que podrian proteger a la molécula de la degradacién excesiva por el proceso
exonucleolitico involucrado en su maduracién (Balakin, et. al., 1996; Ganot, ez. al. , 1997).
"I:ambién cabe sefialar la presencia de una banda de alto peso molecular que fue detectada
en la muestra perteneciente a las células NRK. En este caso puede suceder que nuestra
sonda haya reconocido al Ul4 unido al pre-RNA ya que la banda esta ligeramente por
encima de la banda de 9.4 kb, y el precursor 45S pesa aproximadamente 13 kb. La
existencia de multiples sitios de contacto entre el Ul4 y el pre-tRNA apoya esta conclusion

(Liang y Fournier, 1995; Morrissey y Tollervey, 1997).

Con respecto al analisis densitométrico se encontré que la mayor produccion de Ul4 se
detecto en tejido de testiculo de embridn de ratén (17 dias). En este estadio de la vida
embrionaria se estd a un dia del nacimiento, por lo que la elevada produccion del Ul4
podria estar en parte relacionada con los preparativos para tal evento. No obstante, también
se trabajo con timo de embrién de la misma etapa y no se encontré esta expresion
aumentada. La razén puede deberse a que el testiculo embrionario empieza a tener una
produccién elevada de esteroides a partir del dia 12, a diferencia incluso con el ovario que
presenta una actividad esteroidogénica baja. Puede ser que el Ul4 esté vinculado de alguna

manera con el metabolismo acelerado de la produccién de esteroides, quiza proveyendo de
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la cantidad requerida de ribosomas maduros para la traduccién de las proteinas vinculadas

con tales procesos.

V1.7 E! analisis filogenético de la molécula del Ul4 sugiere que la aparicion de
diferentes copias del U14 en vertebrados y plantas se dio por eventos de duplicacion

reciente de genes.

Moléculas como el rRNA de la subunidad pequefia de los ribosomas, han sido utilizadas
para inferir filogenias (Sogin, et. al., 1986; Woese, 1987). Esto apoya la divisién de los

organismos vivos en tres grandes linajes: Archaea, Bacteria y Eukarya.

Se han utilizado también otras moléculas para distinguir la relacién de grupos mas cercanos
entre si, y en algunas ocasiones los datos son diferentes a los obtenidos con las secuencias

de rRNA (Saccone, et. al., 1995).

Para que una molécula pueda ser usada como marcador molecular debe cumplir con ciertas
caracteristicas.

A)La molécula debe estar presente en varios grupos, por lo que se puede inferir que todas
provienen de un ancestro comun.

B)Alto grado de constancia en }a funcién.

C)Diferentes posiciones de su secuencia cambian en diferentes proporciones.

D) Presenta varios dominios.

E) Facilidad para ser secuenciada

F) Deben ser suficientemente largas para someterse a un analisis estadistico.
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La molécula del Ul4 cumple con e;étas caracteristicas, a excepcién de la ultima. Su
presencia desde grupos de eucariontes ancestrales como Giardia y su calidad de molécula
esencial, as{ como la presencia de la fibrilarina (proteina nucleolar relacionada conel U3 y
el U14) desde el dominio 4rchaea (Agha Amiri, 1994}, nos hizo analizar la posibilidad de

utilizarla como marcador molecular.

Los resultados nos sugieren la aparicion del Ul4 en plantas y vertebrados como eventos Qe
duplicacion reciente de genes, como se ha identificado para otros genes en plantas (Moniz
de S4 v Drouin, 1996). También pudimos corroborar que se comporta como ofras
moléculas (como el rRNA) generando arboles filogenéticos que van de acuerdo con la

historia natural de los organismos que lo presentan.

A pesar de esto es necesarlo incursionar en el analisis comparativo de estructuras
secundarias (actualmente trabajamos en eso en el laboratorio), ya que parece ser que en
moléculas tan pequefias lo que tiende a conservarse es la estructura secundaria, mas que la

secuencia (Brown y Pace, 1991)
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Lista de abreviaturas

7SLRNA
ASF/SF2
Br-UTP
CBs
CTP
DFC
DNA
DNasa
EDTA
ETS

FC

FP

GC

GFP
hnRNA
hnRNP
ICG

ITS
mRNA
NOR
NTS

nt

PCG
PCR
PNBs
pre-mRNA
rDNA
RNA
RNasa
tRNA
RT-PCR
SAPs
SC3s
scRNA
snoRNA
snRINA
snRNP
St
tRNA
U2AF
UsnoRNA

RNA de la particula de reconocimiento del péptido sefial
Factor de slicing alternativo/factor de splicing 2
Bromo uridina trifosfatada

Coiled bodies

Citocina trifosfatada

Componente {fibrilar denso

Acido desoxiribonucieico
Desoxiribonucleasa

Acido etilendiamino tetraacético
Espaciador transcrito externo
Centros fibrilares

Fibras pericromatinianas
Componente granular

Proteina verde fluorescente

RNA heterdgeno nuclear
Ribonucleoproteinas heterdgeno nucleares
Grénulos intercromatinianos
Espaciador transcrito nterno

RNA mensajero

Organizador nucleolar

Espaciador no transcrito
Nucleotidos

Granulos pericromatinianos
Reaccién en cadena de la polimerasa
Cuerpos prenucleolares

RNA mensajero precursor

DNA ribosomal

Acido ribonucleico

Ribonucleasa

RNA ribosomal

PCR transcriptasa reversa

Proteinas asociadas al spliceosoma
Compaonente de 35kD del spliceosoma
RNA pequefio citoplasmico

RNA pequefio nucleolar

RNA pequefio nuclear
Ribonucleoproteina pequefia nuclear
Dominio serina arginina

RNA de transferencia

Factor Auxiliar de U2 snRNP

RNA pequefio nucleolar rico en uracilo
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