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2.1. RESUMEN

El nuciéolo es el sitio de sintesis y procesamiento de la mayor parte
del RNA prerribosémico (pre-rRNA) y del ensamblado de las subunidades
de los ribosomas citoplasmicos en las células eucariontes. El nucléolo

contiene gran cantidad de proteinas y acidos nucleicos caracteristicos, que

aparentemente se distribuyen en subcompartimientos bien definidos

morfolégicamente como se observan con el
transmision. En este trabajo se estudid la localizacion subcelular de los

principales acidos nucleicos del nucléolo por hibridacién in situy con sondas
aquellas moléculas tienen una

microscopio electrénico de

marcadas con biotina, para conocer si
localizacion definida que ayude a determinar si hay una correlacion entre Ia

estructura nucleolar y los eventos de sintesis y maduracion del pre-rRNA y
del ensamblado del ribosoma. EI DNA ribosémico (rDNA) se analizé por un
procedimiento de hibridacion in situ ultraestructural desarrollado en este
trabajo, que se aplico en hepatocitos de rata en interfase. También se

RNA ribosémico (rRNA) y del RNA us3

estudid la distribucion de!
utilizando hibridacién

(U3snRNA) durante la interfase y la mitosis,
fluorescente in situ (FISH). Algunas muestras se trabajaron con un doble
procedimiento de hibridacion in situ seguido de inmunolocalizacion para
visualizar las proteinas coilina o la S6. Para determinar la especificidad de
la sonda de U3snRNA y de!l anticuerpo contra la proteina S6, se llevaron a
cabo analisis de electrotransferencia northern e inmunotransferencia,
respectivamente. En interfase, el rDNA se localiza en el componente fibrilar
denso (DFC) del nucléolo. Se encuentra distribuido preferentemente en las
porciones que son cercanas a los centros fibrilares (FCs). El rRNA se

observé en el citoplasma y en el nucléolo durante la interfase, en tanto que

el U3snRNA se encontré tanto en el nuciéolo como en los cuerpos

espiralados, en donde coexiste con las proteinas coilina y $6. Durante la
mitosis, ambos RNAs se separan del nucléolo. En telofase, durante la
nucleologénesis, el rRNA se observa en la region del organizador nucieolar
(NOR) y en el citoplasma, mientras que el U3snRNA se localiza en los
cuerpos prenucleolares (PNBs), como material heredado de la célula madre
que se fusiona con el NOR. Se concluye que los Qenes de rDNA
intranucleolares se localizan en el componente fibrilar denso (DFC) del

nucléolo, en donde debe ocurrir la actividad transcripcional del pre-rRNA.
6



Cuando se produce pre-rRNA nucleolar durante la telofase, algunas
moléculas que participan en su maduracién -como el U3snRNA- se fusionan
con el NOR. La localizaciéon de U3snRNA y de la proteina S6 en los cuerpos
espiralados, sugiere un papel importante de estos pequefios cuerpos
ribonucleoproteicos intranucleares en el metabolismo de los RNAs
inmaduros del nucléolo.



2.2. ABSTRACT

The nucleolus is the site of most preribosomal (pre-rRNA) synthesis
and processing and assembly of cytoplasmic ribosomes in eukaryotes. The
nucleolus contains many characteristic nucleic acids and proteins that
apparently are distributed in so well defined subcompartments when
observed with the transmission electron microscope. In this study, the
subceliular localization of major nucleic acids of the nucleolus was studied
by means of in situ hybridization using biotinylated probes, in order to see
wether or not those molecules are specifically localized, in such a way that a
correlation of nucleolar structure and metabolism of pre-rRNA can be
obtained. rDNA was analized by a procedure of ultrastructural in situ
hybridization developed during this work for rat hepatocytes. Moreover, the
distribution of rRNA and U3snRNA was studied by fluorescence in situ
hybridization (FISH) during interphase and mitosis. Some samples were
used for a double procedure of in situ hybridization followed by
immunofluorescence to coilin or ribosomal protein S6. To determine the
specificity of the U3snRNA probe and that of the antibody for protein S6, a
northern and western analysis were carried out, respectivelly. During
interphase, rDNA was localized to the dense fibrillar component (DFC) of the
nucleolus, mainly in the periphery of the fibrillar centers (FCs). rRNA was
observed in the nucleoli and cytoplasm while U3snRNA was observed in
both, nucleolus and coiled bodies, where proteins colin and S6 are also
present. During mitosis, both RNAs go away from the nucleolus. At
telophase, during nucleologenesis, rRNA is present in the NORs and in the
cytoplasm, while U3snRNA is present in the prenucleolar bodies (PNBs), as
maternally inherited material, that fuse to the NORSs. It is concluded that
rDNA genes are present in the DFC of the nucleolus, where transcriptional
activity should take place. When pre-rRNA is synthesized at telophase,
some molecules participating in its maturation -as U3snRNA- fuse to the
NORs. The localization of U3snRNA and ribosomal protein S6 in coiled
bodies, suggests an important role for these smail intranuclear

ribonucleoprotein bodies in the metabolism of immature nucleolar RNAs.
}
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3. INTRODUCCION

3.1. Generalidades sobre Ia biologia celular y molecular del

nucléolo

En el nucléolo se producen los ribosomas, que son las estructuras

celulares citoplasmicas en donde se lleva a cabo la sintesis de proteinas

(en Alberts y col.,, 1994). El nuciéolo es la estructura ribonucleoproteica

intranuciear mas conspicua y ubicua en las células eucariontes. Es el sitio
en donde ocurre la sintesis y procesamiento del RNA prerribosdmico (pre-

rRNA) y el ensamblado de las subunidades del ribosoma (Busch y Smetana,

1970; Hadjiolov, 1985; Scheer y Benavente, 1990). En estos procesos

intervienen acidos nucleicos y proteinas que no se encuentran en otra parte

de la célula durante la interfase (en Jiménez-Garcia, 1988) y que se

distribuyen en subcompartimientos nucleolares bien definidos como se

observan con el microscopio electronico. Estos compartimientos se

denominan centros fibrilares (FCs), componente fibrilar denso (DFC) y
componente granular (G) ) (Wachtler y Stahl, 1993; Risueno y Testillano,
1994). Aunque el nucléolo se disgrega en sus componentes moleculares y
estructurales durante la mitosis (ver Jiménez Garcia y col, 1989), se forma
de nuevo durante Jla telofase a partir de segmentos cromosomicos
especificos denominados organizadores nucleolares (NORs) (McClintock,

1934), que contienen los genes rDNA, de los cuales se produce el pre-

rRNA.
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3.2. El nucléolo fue observado desde 1781

El nucléolo fue descrito por primera vez por el jtaliano Felice Fontana
en 1781, en una muestra de mucus que contenia células del epitelio
superficial de descamacion de la piel de anguila. En su trabajo sobre el
efecto del veneno de las serpientes (Fontana, 1781), Fontana describe al
nucléolo de la siguiente manera:

“La Fig. 10. répresé un de ces globules de la Fig. 8. qui avait dans son milieu
un corps oviforme taché aussi au milieu. On y a mis a cété le corps C, qui est
un des globules du sang pour en comparer la grosseur” ("La Fig. 10. representa
uno de esos giSdbulos de la Fig. 9. que tiene un cuerpo oviforme en el centro
que a su vez esti manchado también en el centro. El cuerpo C, es un gidbulo
de la sangre para comparar los tamaifos"),
Poco mas de 100 afos después de esta publicacion, a finales del siglo
XIX, Montgomery realiza una exhaustiva revision sobre el conocimiento del
nucléolo (Montgomery, 1898), en donde establece la presencia casi
universal de la estructura en los seres vivos y su comportamiento durante la
mitosis. Para los afios 1930s, Heitz en 1931-33 y McClintock en 1934 (ver
McClintock, 1934), seguidos de muchos citélogos y citogenetistas,
establecieron firmemente que el nucléolo se formabag a partir de un
segmento especifico de determinados cromosomas, que se denomind la
regién del organizador nucleolar o NOR (McClintock, 1934). En los afios
1940s los trabajos citoquimicos de Casperson y Brachet mostraron que el
nucléolo contiene gran cantidad de RNA, cuya particularidad es {a de que es
abundante en células que sintetizan activamente proteinas (ver Jiménez

Garcia, 1988). Estos hallazgos colocaron al nucléolo en una posicion



prominente para entender la relacién entre el DNA, el RNA y las proteinas

(Sommervilie, 1981).

En los 1950's muchos citoquimicos y microscopistas electrénicos
perfeccionaron el analisis ultraestructural de los organelos celulares. Entre
ellos destacan los grupos de Bernhard y Granboulan en Europa y el de
Smetana y Busch en Estados Unidos. Asf, una serie de estudios logran
demostrar la naturaleza ribonucleoproteica del nucléolo (en Busch y
Smetana, 1970; Hadjiolov, 1985) y una estructuracion no homogénea, en
donde ocurre una gran actividad transcripcional. También es en este
periodo se logran aislar nucléolos puros, lo que provocd un avance
importante en el estudio de su composicibn molecular. Esto permitié la
identificacion de unas 400 proteinas nucleolares y de una gran cantidad de

RNAs pequenos no observados hasta entonces (en Jiménez Garcia, 1988).

En los 1960s, dos descubrimientos importantes permitieron la
identificacidn del nucléolo como el principal centro celular de biogénesis del

ribosoma en eucariontes (Perry, 1962; Hadjiolov, 1985):

. Se obtuvieron evidencias definitivas de que el organizador nucleolar es el
sitio de los genes del rRNA .

. Estudios detallados mostraron que el nuciéolo es la fuente de un RNA

citoplasmico abundante, es decir el rRNA. H
:

Durante los 1970s y 1980s, se establece finaimente que el nuciéolo es
una estructura ribonucleoproteica que consta de tres compartimientos bien

definidos denominados centro fibrilares, componente fibrilar denso y

11



componente granular (en Wachtler y Stahl, 1993; Risuefio y Testillano,

1994).
Actualmente, el trabajo se centra en el estudio estructural y funcional
de proteinas y acidos nucleicos especificos del nucléolo, por métodos que
implican el aislamiento, la purificacién y la clonacién de genes para esas
proteinas o acidos nucleicos, asi como de su localizacién fina por medio de
inmunocitoquimica e hibridacion in situ. Esto permitira ol?:tener un mapa
molecular de los componentes del nucléolo en comparﬁmiéntos definidos,
que permita conocer las relaciones espaciales y temporales entre acidos
nucleicos y proteinas. Lo anterior sera UGtil para la comprensidon de la

biologia celular y molecular del nucléolo, es decir, al entendimiento de cémo

se forma un ribosoma en la célula eucarionte.

3.3. En el nucléolo se producen los ribosomas

E! ribosoma eucarionte es una estructura ribonucleoproteica que se
compone de dos subunidades uitraestructurales denominadas pequefia y

grande, que en mamiferos tienen coeficientes de sedimentacién de 40S y

60S, respectivamente (en Alberts y col, 1994; Stryer, 1989). Cada

subunidad consta de varias proteinas caracteristicas y de RNA denominado
ribosomico (rRNA). En tanto que las proteinas del ribosoma se producen en

el citoplasma a partir de mMRNA que ha madurado en el nucleoplasma por

procesos como el “splicing”, la mayoria de sus rRNAs se sintetizan y

maduran dentro del nuciéolo, a partir de un solo precursor denominado pre-
rRNA (ver Hadjiolov, 1985). De este precursor, que en mamiferos tiene un

coeficiente de sedimentacion de 45S, se forman los rRNAs del ribosoma por
12



un proceso de maduracion quimica. La subunidad pequefa contiene un
rRNA de 188, en tanto que la subunidad grande contiene los rRNAs 28S y
5.8S. El precursor pre-rRNA 45S se transcribe a partir de los genes de
rDNA. Estos genes se encuentran en copias muitiples en el genoma de los
eucariontes (en humanos hay unas 200 copias), se arreglan uno tras otro
(en fandem) y son muy activos. El ribosoma se ensambla, con los productos
de maduracion del pre-rRNA que se asocian con proteinas que han sido

sintetizadas en el citoplasma,y que regresan al nucléolo.

Pr 2,800,000 P 1,400, 00
55 rENA 283 vRMA  58% v RHA 19§ v RNA
=3
120
& & 1400
nucle Stidos nucle d tidos avet ook
4300,
auclastides

~HA proteinas ~ 33 pcoteinBs

ARIBOSOMA GUCARIOTICO

Figura 1. Esquema de un ribosoma eucarionte de mamiferc (tomado de

Alberts y col, 1994).
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3.4. Uitraestructura del nucléolo

La estructura fina del nucléolo puede ser descrita en términos de Ia

distribucién de tres elementos basicos y

la presencia de espacios

nucleolares (denominados intersticios y/o vacuolas), asi como de cromatina

condensada (Jordan,

corresponden a

1991).

las diferentes etapas del

Tales componentes
proceso de biogénesis del

son dominios que

ribosoma (Hernandez-Verdun,1991). Los tres componentes nucleolares son

los centros fibrilares (FCs),

el

componente fibrilar denso (DFC) y el

componente granular (G). (Goessens y Lepoint, 1974).

En el siguiente cuadro se resumen las principales caracteristicas de

cada uno de los componentes (modificado de Jiménez Garcia, 1988)

COMPONENTE

CONTENIDO

FUNCION

CENTROS FIBRILARES
Semitransparentes a los
electrones.

Fibras de 5 nm

Contiene genes
ribosémicos (rDNA) en
la periferia, DNA pol I,
UBF, proteinas
Ag-NOR, fibrlarina y
fosfoproteina C23

Quiza almacenamiento de
factores de la
transcripcion del pre-
rRNA.

COMPONENTE FIBRILAR
DENSO

Fibras abundantes de 4-8nm de
espesor

Proteinas Ag-NOR :
fibrilarina, C23 y B23,

RNA polimerasa |, UBF.

Es el sitio en donde tiene
lugar la actividad
transcripcional mas
abundante y el
procesamiento temprano
del pre-rRNA

COMPONENTE
GRANULAR

Granulos de 15-20 nm de
diametro

Abundante en la
fosfoproteina B23 y
productos intermedios
del procesamiento del
precursor pre-rRNA

Es el sitio de procesa-
miento tardio del pre-
rlRNA y del
almacenamiento de
premibosomas

Cuadro 1. Diferentes componentes del nucléolo.




Figura 2. Micrografia electréonica de dos tipos de nucléolo. a) nucléolo de
célula de muasculo liso de pulmoéon de perro (Canis familiaris), en donde
predominan los centros fibrilares. b) nucléolo de hepatocito de rata, en
donde predomina el componente fibrilar denso. FLECHAS, centros fibrilares;
DFC, componente fibrilar denso; G, componente granular; pnc, cromatina

perinucleoclar. a) X; b) X



Los centros fibrilares (FC) han sido considerados como los sitios de
almacén de genes ribosomales inactivos en transcripcion. El componente
fibrilar denso (DFC), por el contrario, se ha propuesto como el sitio de
transcripcion de estos genes. Sin embargo, este planteamiento ha generado
una fuerte controversia en los Gltimos afos. Como se vera mas adelante, en
este trabajo hemos tratado de contribuir a la resoluciéon de este problema. A
pesar de lo anterior, existe sin embargo, consenso acerca de la distribucion
de los genes rDNA en la porcidén fibrilar del nucléoclo, ya sea DFC o FCs,
aunque los Gltimos resultados parecen indicar la distribucion del rDNA en el
DFC adyacente a los FCs (Hernandez-Verdun, 1991; Wachﬂer y col., 1992,
Jiménez-Garcia y col., 1993).

Segin Hernandez-Verdun (1991) el argumento mas importante para
sustentar la propuesta de que la DFC es el sitio de transcrpcion de los
genes ribosomales, es la incorporacién de uridina tritiada después de pulsos
cortos. Ademas, la localizacion de la RNA polimerasa | que encontraron
Scheer y Rose (1984) en los FCs, se ha ampliado al DFC. La presencia de
la enzima no prueba que esta regidén constituya el sitio de transcripcion,

pues la enzima activa podria no ser detectable debido a que su epitopo

estaria ocupado en el proceso de transcripcién.

El componente granular (GC) es el sitio de maduracién y almacén de

las subunidades ribosomales (Hernandez-Verdun, 1991)

La matriz nucleolar esta compuesta de fibrillas fuertemente empacadas
y organizadas de tal manera que muestran un aspecto mas o menos

reticular, lo que corresponde al nucleolonema observable con microscopia

de luz (Puvion y Moyne, 1981).
16



La localizacion precisa del rDNA aun no es muy clara, pues existen
trabajos que muestran (con microscopia de luz) que se éhcuentra en los
FCs del nucléolo (Arroua et al, 1982). En trabajos mas reéientes, el grupo
de Thiry (Thiry y Thiry-Blaise, 1989; Thiry y Goessens, 1992), trabajando
con células murinas tumorales de Ehrlich y el de Puvion (Puvion-Dutilleul y
col. 1991a) con células transformadas Hela, también lo encuentran en FCs
utilizando hibridaciéon in situ ultraestructural. Por el contrario, Wachtler y su
grupo (1980 y 1992) encuentran el rDNA en DFC de nucléolos de
espermatocitos y linfocitos humanos, también por hibridacion in situ al
microscopio electréonico. En este trabajo hemos usado nucléclos de
hepatocitos de rata normal. Los resultados apoyan la presencia de rDNA en

el DFC.

3.5. ElI nucléolo y los ribosomas contienen varios rRNAs y

UsnRNAs

Aunque los trabajos citoquimicos de Brachet y Cassperson en los
1940s demostraron que los nucléolos contenian RNA similar al del
citoplasma, no fue sino hasta la década de los 1960s que se pudo
determinar que se trataba de un RNA diferente al RNA heterogéneo nuclear.
Por entonces se determind que en el nucléolo se presentaban varios RNAs
de diferente tamarfio que actualmente se conoce que corresponden a
diferentes estadios de maduracién de una sola molécula (en Hadjiolov,
1985). El analisis de esos RNAs y los de los ribosomas indicé que las
formas maduras correspondian a RNAs denominados ribosémicos o rRNAs.
A finales de los 1960s, el grupo de Busch logré aislar otro tipo de RNA

nuclear que era diferente tanto del heterogéneo nuclear (hoy pre-mRNA) y
17



14
su forma madura (mMRNA), como del pre-ribosémico (pre-rRNA) o su forma
madura (rRNA) (en Busch y col.,, 1985). Por su tamafio pequeiio de hasta
200 nucledtidos, su localizacion nuclear y su alto contenido en residuos de

uracilo, estos RNAs se denominaron UsnRNA (uracyl-rich small nuclear

RNAs). De ellos, los mas abundantes (U1, U2, U4, U5, USsnRNAs) se

encontraban en el nucleoplasma, en tanto que otro tipo, denominado
U3snRNA, aunque también abundante, se localizaba estrictamente en el
nucléolo. A estos estudios siguieron varios que indicaban la presencia de
UsnRNAs caracteristicos del nucléolo, como el U8, U13, U114, U15, U17,
U220, U22, E1, E2, E3snRNAs (Maxwell y Fournier, 1995). La demostraciéon
del papel de los UsnRNAs en la eliminaciéon de intrones del pre-mRNA (ver

Sharp, 1994) y mas recientemente en la eliminacién de secuencias

espaciadoras en el pre-rRNA (Kass y col. 1990), ha motivado un gran

interés en estas pequefias moléculas dentro del control postranscripcional

de la expresion genética.

3.6. Los rRNAs del ribosoma se forman en el nucléolo a partir de
un precursor Ilamado pre-rRNA

Una vez producido el pre-rRNA en el nucléolo, sufre una serie de

modificaciones que llevan consigo cortes a lo largo de la molécula (en Hadjiolov,
1985). En mamiferos, estos cortes ocurren en al menos 10 sitios, que incluyen las
regiones de union de las moléculas 18S, 5.8S y 28S con lps espaciadores
adyacentes. Durante el proceso de maduracién, se forman variosé precursores con
- coeficientes de sedimentacion diversos. Aunque la secuencia pregcisa de cortes no
se conoce con exa'étitud, en general se produce de la siguiente forma: En el

primer paso se forma un precursor de 41S, que contienen todas las formas de
18



rRNAs. Después, a partir de este, se forman un precursor de 32S que contiene el
5.88, el 288 y el espaciador transcrito interno 2 (ITS2) v uno de 213, que contiene
al 188 y al espaciador transcrito interno 1 (ITS1). En el siguiente paso se produce

el 18S a partir del 21S, y el 28S y 5.8S se forman a partir del 32S.
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Figura 3. Esquema que muestra la organizacion molecular del pre-
rRNA y su maduracion (modificado de Alberts y col.,, 1984, Darnell y col.,
oy
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3.7. Los UsnRNAs nucleolares participan en la maduracion del
pre-rRNA

Desde el momento en que la molécula del pre-rRNA se comienza a
producir a partir de rDNA, se asocian a ella varias proteinas y UsnRNAs que
forman particulas ribonucleoproteicas (UsnRNPs). En éstas, la proteina mas
abundante es la fibrilarina y el RNA principal es el U3snRNA (Ochs y col,
1985a). La participacion de este Gltimo en el procesamiento del pre-rRNA
esta bien documentada. En efecto, en extractos en donde se tiene pre-rRNA
pero no U3snRNA, no ocurre el procesamiento del precursor de 458S.
Ademas, el mecanismo involucra apareamiento de bases entre el pre-rRNA
y el U3snRNA. El U3snRNA es el snRNA mas abundante en vertebrados y
se asocia con una particula de RNP de mas de 60S y con un RNA de 28-
35S (después de desproteinizar) a través de puentes de hidrégeno
(Prestayko y col.,, 1970; Bachellerie y col., 1983; Crouch, y col.,, 1983;
Epstein y col., 1984; Parker y Steitz, 1987), es decir, hay complementaridad
entre las secuencias de nucléotidos del U3snRNA y el pre-rRNA (Fig. 1)
(Reddyy col., 1979; Bachellerie y col., 1983, Parker y Steitz, 1977). Estudios
realizados con inmunofluorescencia sugieren que el U3snRNP se localiza
en la region fibrilar del nucléolo, donde ocurre la sintesis del rRNA y quiza
el ensamblaje temprano de las particulas prerribosémicas, pero no se le ha
encontrado en la regién granular, donde aparentemente oc@rren los eventos

mas tardios del procesamiento del pre-rRNA (Tague y Gerbi, 1984).

Otros UsnRNAs también participan en este proceso. De entre ellos,
cabe destacar el caso del U14snRNA, que se produce a partir del
procesamiento de intrones de RNAs premensajeros (pre-mRNA), como el de

los premensajeros de la proteina cognate de choque térmico de 70 kDa (Liu
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y Maxwell, 1990; Leverette y col., 1992). Se ha establecido claramente que
este U14snRNA participa en la maduracion del rRNA de 18S y que el
proceso involucra también apareamiento de bases entre el U14snRNA y el
pre-rRNA. Otros UsnRNAs, como el U8, U13, U15, U20, U222, E1, E2, E3,

~—~descubiertos recientemente—, parecen también jugar un papel importante

en la maduracién del pre-rRNA (Maxwell y Fournier, 1995), aunque no

existen a la fecha trabajos que documenten ampliamente este hecho.
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3.8. El precursor pre-rRNA se transcribe a partir del gen rDNA

DNA nucleolar

E! DNA ribosomal forma practicamente el total del

(Busch y Smetana, 1970). Ademas, unas 400 proteinas diferentes (Busch y

asociadas con los diferentes productos del procesamiento

Reddy, 1981),
nuciéolo. EI DNA

del pre-rRNA, conforman el
ribosémico (rDNA) es el Gnico DNA que se ha detectado en el nucliéolo y es

a partir del cual se sintetiza el precursor ribosdmico pre-rRNA. El rDNA es

resto de la masa del

uno de los genes mas abundantes en eucariontes y se presenta como
copias multiples, cada una de ias cuales genera varias moléculas de pre-
rRNA, que es el precursor de las moléculas de los rRNAs del ribosoma en
mamiferos, i.e. 188, 5.88 y 28S8. En humanos se presentan alrededor de 200
copias de este gen por genoma diploide. La regiéon codificante del rDNA se
ha conservlado entre las especies relacionadas pero no ocurre asi con la
region dei fiespaciador transcrito externo (ETS), que es heterogéneo en

secuencias{‘de bases (Busch y Rothblulm, 1982; ver Jiménez-Garcia, 1988).

El rDNA es una molécula altamente compleja con gran similitud con
otros genes eucariontes no ribosdmicos y con los procariontes: presencia de
promotores, "enhancers", sitios de terminacidon, etc. La molécula sintetizada
a partir de este gen es posteriormente procesada (ver Hadjiolov, 1985) para
finalmente originar las moléculas de rRNA que, en asociacidn con proteinas

ribosomales y no ribosomales, toman parte en el ensamblado y maduracion

del ribosoma.
El gen rDNA de rata, muy similar al de otros mamiferos, esta organizado en
tandem. Cada unidad de transcripcion esta separada por un espaciador no

transcrito (NTS) de unos 24 000 pb. La unidad de transcripcion consta de un
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sitio de inicio de la transcripcion precedido por una caja TATA.
Inmediatamente al sitio de inicio de la transcripcion sigue una secuencia de
4400 pb que se denomina espaciador transcrito externo 1 (ETS 1).
Enseguida esta la region del rRNA 18S, de 1874 pb. Después hay una
region espaciadora denominada espaciador transcrito interno 1 (ITS 1) de
1066 pb, seguida del rRNA 5.8S, de 156 pb. Sigue otro espaciador
transcrito interno, el nimero 2 (ITS 2) con 765 pb, seguido del rRNA 28S,
que tiene 4802 pb. Finalmente se encuentra el espaciador transcrito externo
2 (ETS 2), de unos 500 pb, que precede al siguiente NTS de 24 000. Luego

se repite la unidad de transcripcion.
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Figura 5. Esquema que muestra la organizacion molecular del rDNA

(tomado de Jiménez Garcia, 1988)
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3.9. EI nuc;léolo contiene unas 400 proteinas

Con la implementacion de un método para el aislamiento del nuciléolo,
se pudo determinar que esta estructura en mamiferos contiene unas 400

proteinas propias (en Busch y Reddy, 1989). De todas ellas, se comenzaron

a analizar aquellas que pudieran ser importantes por alguno de los

a) que fueran muy abundantes y/o b) que tuvieran

siguientes criterios:
criterio involucraria un pape!

capacidad de fosforilacion. E! primer
estructural o funcional en el nucléolo. E! segundo criterio podria reflejar
alguna importancia en la regulacion de la expresion genética, como se ha
propuesto para las proteinas fosforiladas. Con estos criterios, se han
aislado, purificado y caracterizado algunas proteinas nucieolares. De varias

de ellas se conoce la secuencia del gen a partir del cual se producen (ver
Wachtler y Stahl, 1993).

RNA polimerasa I. Es la enzima que sintetiza el pre-rRNA. Esta enzima
esta presente en ja regidn del organizador nucleclar (NOR) en mitosis,
aunque no se ha detectado transcripcion en esta etapa. Se localiza en la

porcién fibrilar del nuciéolo (Gruca y col, 1978; Scheer y Rose, 1984; Raska

y col, 1989).

Nucleolina. La nucleolina es también llamada C23 o proteina de 110kDa y
tiene un pl de 5.1 (Busch y col. 1985). Es una proteina fosforilada presente
en grandes cantidades en nucléojos de células muy activas en la biogénesis
del ribosoma. Es la proteina responsable de la tincién con plata (Busch y

col., 1985). La proteina se une al NTS (Olson y col., 1983) y cicla entre el

nucléolo y el citoplasma (Borer y col., 1989). La proteina influye en la

estructura del rDNA alte}'ando su estructura secundaria (Sipos y Olson,
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1981) y en la transcripcion del pre-rRNA (Medina.: 1989). Se fosforila
dependiendo del ciclo celular e interacciona con el rR‘NA (Belenguer y col.,
1990). Parece intervenir en el ensamblado del ribosoma (Ghisolfi y col,,
1990). Se conoce su cDNA y su localizacion cromosdmica (Maridor y Nigg,

1990; Srivastava y col., 1990).

B23 6 Numatrina. Es una fosfoproteina importante asociada al RNA que se
considera como uno de los factores importantes responsables del
ensamblado de las particulas prerribosomales (Busch y col.,, 1985). Se
encuentra localizada principalmente en el componente granular, por lo que
parece estar involucrada en las etapas tardias del ensamblado del
ribosoma. Parece ser una proteina acarreadora ("shuttle") que juega un
papel! importante en el transporte de pre-ribosomas del nuciéolo a
citoplasma (Borer y col., 1989). La proteina interacciona con acidos
nucleicos (Dumbar y col., 1989). Se conoce su cDNA (Chang y Olson, 1990;
Maridor y Niggs, 1980). Su localizacidn nucleolar depende de una

secuencia especifica de aminoacidos (Peculis y Gall, 1992).

Fibrilarina. Es una proteina nucleolar localizada en el componente fibrilar
denso. Tiene un peso molecular de 34 kDa y un pl de 8.5 (Ochs y col,,
1985b). Se le encuentra asociada a U3, U8 y U13snRNAs. Se piensa que
puede tener un papel importante en el procesamiento del pre-rRNA. Es una
proteina muy conservada evolutivamente; recientemente se ha encontrado
una proteina muy similar en arqueobacterias (asi como el U3snRNA
asociado a ella), lo que refuerza la idea de que los eucariontes provenimos

de organismos arqueobacterianos (Amiri, 1994; Potter y col., 1995).
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Proteinas Ag-NOR. Es un conjunto de proteinas localizadas en los NOR
durante la mitosis y han sido identificadas por su capacidad para reducir
plata bajo condiciones acidicas en las que |la mayoria de las proteinas
permanecen sin tenir. En interfase parecen ser necesarias para la
transcripcion de genes ribosomales. También han sido usadas como
marcadores de NOR activos. En microscopia electrénica se les ha
i
encontrado_’en el componente fibrilar, en el componente fibrilar denso pero
no en el componente granular. Aunque la tincién con pliata es un método de
tincion selectiva que incluso se utiliza también como marcador de la
actividad celular, ain no esta clara la manera de identificar estas proteinas.
Sin embargo, varias de estas proteinas se identifican con tinciones de geles
en los cuales se ha realizado electroforesis (Hernandez-Verdun y col.,

1991).

Otras proteinas. En el nucléolo se han caracterizado otras proteinas. Entre
ellas destacan GAR 1 (Girard y col.,, 1992), que es una proteina rica en
glicina y arginina y que esta involucrada en el procesamiento del pre-rRNA;
la histocna HV-1 (Allis y col., 1982) y la KU 80 (Li y Yeh, 1992), que puede
unirse a rDNA y migra al nucléolo dependiendo del ciclo celular; la mitotina
(en Medina , 1989) con peso molecular de 125 kDa y pI de 6.5, cuyo papel
no esta claro; las proteinas de matriz nucleolar (Corben y col., 1989) con
papel estructural; la proteina p120 (Gorczyca y col., 1992) que se regula en
el ciclo celular; la S1 que es ribosomica (Hugle y col., 1985); la
topoisomerasa |, que induce cambios topolégicos en el rDNA, posibilitando
la, transcripcion (Muller y col., 1985); la topoisomeras Il (DNA girasa) que
tiene efectos opuestos a la topoisomera | (Zini y col., 1992); el factor UBF

(Upstream Binding Factor), que es un factor esencial de transcripcion del
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rDNA (en Raska y Dundr, 1992); una proteina de 41 kDa y otra de 55 kDa
(Matsui y col.,, 1986) que se une a rDNA; otra de 72 kDa (Choubel y
Lengyel, 1992) que se induce por interferdn alfa; una proteina de 97 kDa (en
Medina, 1989) y otra de 100 kDa (Escande-Geraud, 1985), que disminuyen
en cantidad cuando baja la sintesis de rRNA; una fosfoproteina de 105 kDa
(Pfeifle y col.,, 1986) que reacciona con anticuerpos contra ta proteina C23;
otra proteina de 116 kDa (Masson y col.,, 1990), una de 140 kDa (Chan vy
col,, 1985) y otra de 135 kDa que se relacionan con la proliferacion celular.
Hay otra proteina de 180 kDa y una de 195 kDa, que tal vez sea una
subunidad de la RNA polimerasa | y que es responsable de ta tinciéon con
plata (Williams y col., 1982). Recientemente se ha localizado a la proteina
DAI en el nucléolo, en la regidn fibrilar densa y en el componente granular
(Jiménez Garcia y col,, 1993). La DAI es una cinasa que participa en la

sintesis de proteinas durante la infeccion por adenovirus 2 (Ad2).

3.10. La nucleologénesis es (itil para estudiar relaciones espacio-

temporales de Acidos nucleicos y proteinas nucleolares

Cuando ia célula se divide, el nucléolo se disgrega en profase y parte
de los componentes nucleolares se asocian a los cromosomas mitéticos
condensadgs mientras que otros componentes se dispersan en el
citoplasmaé Durante la telofase el nucléolo se reorganiza a partir del
organizado} nucleolar (NOR) y de los cuerpos prenucleolares (PNBs), una
vez que se ha reactivado la transcripciéon del rRNA en los NOR. Este

proceso se conoce como nucleologénesis. Durante la nucleologénesis, los

PNBs se forman por coalescencia de material nucleolar disperso. Estos
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cuerpos luego se asocian con el NOR una vez que se inicia la sintesis de
pre-rRNA. |;a recostruccion del nucléolo requiere de la reactivacion de la
transcripciéin, pues se ha observado que si ésta es inhibida después de la
mitosis, la reasociacion de los PNBs al NOR no se lleva a cabo y no se

reconstruye el nucléolo (en Jiménez Garcia, 1988; Ochs y col., 1985b)

Como en la telofase el NOR es el sitio hacia donde confluyen los PNBs
en una forma ordenada y secuencial, tal vez los PNBs contienen moléculas

que se asocian con la transcripcion y procesamiento del pre-rRNA, de igual
manera, en forma ordenada y secuencial. Entonces, esta etapa final de la

mitosis, en la que el nucléolo se reconstruye, representa un sistema util

para estudiar asociaciones temporales y espaciales entre los elementos que

intervienen en la transcripcién y el procesamiento del rRNA.

3.11. La distribucion de DNA y RNA nucleolares se puede estudiar
por hibridacién in situ

El descubrimiento de que el mensaje genético esta escrito en un
codigo de cuatro letras tiene una profunda influencia en todas las areas de

la biologia. La capacidad para leer ése mensaje mediante secuenciamiento
del DNA ha llevado a una técnica de gran poder para los bidlogos

trabajando en campos tan diversos com medicina o agricultura. Esta técnica
es la hibridacién de acidos nucleicos, es decir ila formacion de dobles

cadenas entre dos secuencias nucleotidicas complementarias (Hames y
Higgins, 1985).



i
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A finales de los afios 60 varios grupos desarrollan, de manera
independiente, la técnica de hibridacién in situ y con ésta la oportunidad de
visualizar los acidos nucleicos subcelularmente, estos grupos son el de Gall
y Pardue en 1969; John y col. en 1969; y Buongiorno-Nardelli y Amaldi,
1969. La técnica se desarrolla a partir de los principios que se siguen en la
hibridacién en filtros (electrotransferencia Southern y northern) (Volkers y

col., 1989; Southern, 1985).

La hibridacidén de acidos nucleicos es el método mas poderoso para
detectar y cuantificar secuencias de DNA y RNA especificas. Las
reasociaciones de cadenas complementearias para formar estructuras
duplex pueden ser llevadas a cabo en una variedad de formas: ya sea con
RNA o DNA en solucién y DNA de una sola cadena inmobilizado en agar o
filtros de nitrocelulosa, o bien quimicamente unidos a una matriz inscluble.
Alternativamente el apareamiento puede ocurrir en solucién y la doble
cadena resultante puede ser adsorbida en hidroxiapatita (Rigby y col.,

1977).

El proceso que involucra todos los métodos basados en la hibridacion
molecular fué descrito por primera vez por Marmur y Doty en 1961 (en
Southern, 1985). A partir de este descubrimiento se establecen dos hechos
importantes: (a) las dos secuencias involucradas en la formacién de la doble
hélice pueden tener solo un grado de complementaridad y (b) la estabilidad
de! doblete formado depende la de extension de la complementaridad

(Southern, 1985).

La reasociaciéon de Aacidos nucleicos involucra la incubacion de

moléculas de una sola1 cadena bajo condiciones de fuerza idnica y
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temperaturé, las cuales favorecen la formacion de dobletes de cadenas
base-apareédas (Young y Anderson 1985)

Todas las metodologias que emplean el proceso de hibridacion de
acidos nucleicos compreden basicamente del uso de un fragmento de DNA
de una sola cadena marcado especificamente in vitro (la "sonda”), la cual

reacciona y se une con su cadena de DNA complementaria. Los hibridos

son visualizados utilizande métodos de deteccién que reconocen

especificamente la marca de dicha "sonda"” de DNA (VVolkers, y col., 1989).

Cualquier forma de acido nucleico puede ser usada como "sonda" para

hibridacién, de tal manera que pueden ser utilizados fragmentos de DNA, de

RNA o bien oligonuciedtidos. La eleccion de la sonda depende de los

siguientes factores (Arrand, 1985):

¢. la estrategia de hibridacion;

. la disponibilidad de la fuente del material a usar como sonda.
Si la secuencia de la sonda deriva o se encuentra introducido en un

genoma pequeiio, o plasmidos, la

purificacion es simple y la amplificacion es buena. De tal modo que, 1Tmg de

tales como virus bacteridéfagos
un plasmido recombinante de 4Kb de longitud puede ser preparado de unos

cuantos litros de cultivo de bacterias y éste podria contener 250 ug de
sonda de una kilobase de longitud.

La deteccién de fragmentos especificos de DNA en células y tejidos
por medio de la hibridacién molecular in situ es una técnica recientemente
desarrollada con un gran potencial debido a su alta especificidad (\Molkers y
col., 1989). Con ella es posible detectar secuencias de acidos nucleicos en

el interior de las célulasi, en compartimientos subcelulares (mitocondria,
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cloroplasto, ntGcleo, nucléolo) y aun subnucle(ol)ares, y/o en extendidos de

cromosomas metafasicos.
3.11.1. Marcado de la sonda.

Independientemente del método de hibridaciébn, uno de Ilos
requerimientos imprescindibles de esta técnica es el marcado de la sonda.
Existen varios métodos que se utilizan para marcar acidos nucleicos. Sin
embargo, uno de los mas utilizados es el de "Nick Translation” (movimiento

o translacion de fragmentos).

Rigby"é et al (1977) demostraron dque el método de marcado
denominadé) de "nick translation" es eficiente y reproducible. No aitera las
caracteristiéas originales del DNA sin marcar. E! método se basa en la
actilvidad de las enzimas DNasa y DNA polimerasa. La primera hace cortes
puntuales en ila molécula de DNA (fragmentos, "nicks") y la segunda repara
estos cortes, pero no solo introduce un nucledtido en el punto donde hubo el
dafio sino que continGia recorriendo el corte a lo largo de la molécula e
introduciendo nucledtidos hasta que encuentra una sefal de término (que

puede ser el final de la molécula, en el caso de las sondas).

Como ya se menciond, la reccién de "Nick translation” involucra la
accion de dos enzimas. 1) La DNasa 1 (Desoxiribonucleasa pancreatica de
bovino), una endonucleasa que hidroliza DNA de una o dos cadenas a una
compleja mezcla de mono u oligo nucledtidos con terminacion fosfato-5'. 2)
La DNA polimerasa | de Eschericha coli . La DNasa | ataca, de manera
independiente, cada cadena de DNA, resultando en fragmentos o "nicks" de
una sola cadena. Los sitios de corte estan distribuidos al azar y el grado de

hidrélisis (o "nicking") ptiede ser controladoc con la concentracién de la
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DNasa !. La holoenzima DNA polimerasa ! cataliza la reaccion de
acoplamiento y la adicion de secuencias de residuos de nucledtidos a la
cadena 3'-hidroxiterminal de un "nick” (fragmento) con la eliminacion de
unidades de nucledtidos del 5'-fosfato terminal. Con deoxinucledsidos
trifosfato (n}.arcados isotopica o no isotdpicamente) como sustratos, los
preexistentés, nucledtidos no marcados en el templado de DNA, son
reemplazados por los marcados (isotdpica o no isotopicamente) por accion

de la DNA polimerasa (Rigby et al., 1977, Chan y McGee, 1990).

Debido a que la hibridacién molecular in situ se origina a partir de
hibridacién en sustratos inertes, el marcado de la sonda se llevaba a cabo
regularmente utilizando la incorporaciéon de nucleétidos modificados con un
radioisotopo. Sin embargo, debido a la naturaleza radiactiva de los is6topos,
ésta es una técnica muy riesgosa y sobre todo no permite la deteccién con
alta resolucidn que permita la localizaciébn de secuencias en células
individuales, por lo que ha ido disminuyendo el uso de la marca radioactiva
para la hibridacion in situ. Adema’s, la sensibilidad de las sondas marcadas
con biotina puede ser igual a las marcadas con azufre 35 (Chan y McGee,

1990).

Actualmente el marcado de las sondas para hibridacion in situ se
realiza utilizando precursores no isotdpicos como nucledtidos analogos
modificados con la vitamina biotina o con el esteroide digoxigenina. Este
tipo de marcado tiene la ventaja adicional de que la deteccion se puede

llevar a cabo de diferentes maneras.

En el caso de la biotina, la deteccién se basa en la alta afinidad que |la

proteina avidina y la estfeptavidina presentan por la molécula de biotina
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(P.M.=66,000; pI=10.5). Esta afinidad es extremadamente alta (para la

avidina la afinidad es Ky=10"% M ) la cual es casi equivalente a una unién

covalente. La avidina, que es una glicoproteina presente en la clara del
huevo, presenta como desventaja que, en condiciones fisiolégicas,

su
porcién de carbohidrato puede unirse a ciertas lectinas, y debido a sus

cargas positivas puede también unirse a biomoléculas cargadas
negativamente (tales como los acidos nucleicos). Todas estas propiedades
intrinsecas a la naturaleza de la molécula reducen la especificidad de la
avidina. Por el contrario, la estreptavidina (P.M.=60,000), la cual es una
proteina secretada por Streptomyces avidinii, no tiene una porcion de
carbohidrato y tiene un plI neutro. Por lo tanto, su especificidad por la biotina

es mucho mas alta, por 1o que su uso se ha difundido mas (Chan y McGee,
1990).

La estreptavidina o la avidina pueden estar acopladas a una enzima
cromégena (peroxidasa, fosfatasa alcalina) para su deteccidn al microscopio
de luz (ML), a un fluorocromo (fluoresceina o rojo Texas) para su deteccion
por microscopia de fluorescencia (MF) o bien a particulas de oro coloidal de
un tamano determinado para su deteccién al microscopio electronico de
transmisiéon (MET). La deteccidn puede también llevarse a cabo utilizando

un anticuerpo antibiotina acoplado a enzimas, fluorocromos y/o particulas
de oro coloidal.

La digoxigenina, que es un esteroide que se encuentra naturaimente
solo en dos"s especies de plantas del género Digitalis, se detecta también con
un anticue‘}po acoplado a un fluorocromo o a un compuesto que pueda
visualizarsé por color (enzimas cromogenas), e incluso a particulas de oro

coloidal. Este tipo de mdrca es mejor que la que se realiza con biotina,
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porque disminuye el ruido de fondo que se produce por la presencia de

biotina endégena en algunos tejidos (Boheriger, 1989).

En general, la marca no isotdpica presenta una ventaja mas: permite la
doble localizacién en la misma célula. Por ejemplo, se pueden localizar un
acido nucleico y una proteina, utilizando fluorocromos diferentes o bien
tamanos de particulas de oro coloidal de distinto diametro, cuando se

trabaja con microscopia electronica de transmision.

En la actualidad, en muchos laboratorios se realiza hibridacion in situ
casi de rutina con el microscopio de luz, pero aun presenta muchos
problemas para llevarla a cabo a nivel ultraestructural. Por esta razén es
que una de las intenciones del trabajo fue establecer un protocolo general
para llevar a cabo la hibridacion in situ y poder detectaria a nivel de

microscopia electrénica de transmision.

3.11.2. Fatj:tores que afectan la tasa de hibridacién.

Segar; Young y Anderson (1985), la tasa a la que las cadenas
complementarias de acidos nucleicos forman dobletes base-apareados
estables depende de una serie de factores que se clasifica como
concernientes al estado de los acidos nucleicos, las condiciones de
incubacién y los métodos de deteccién usados. De acuerdo a la revisién
hecha por estos autores, se describen a continuacion los que se consideran

como los factores mas importantes:

a) Longitud de los acidos nucleicos. Experimentalmente se ha encontrado

que ia tasa de realineacién es proporcional a la raiz cuadrada de la longitud
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de los fragmentos de acidos nucleicos, por lo que mientras mas largo es

dicho fragmento la eficiencia de hibridaciéon disminuye considerablemente.

b). Composicidon base. Con relacion a este punto, los autores mencionan

que aunque no hay mucha informacién sobre este factor, puede no ser
tomado en cuenta.

c). Fuerza idnica. Al parecer se ha demostrado que la tasa de reasociacion

depende en gran medida de Ia concentracién del jon sodio. En

concentraciones arriba de 0.2 M la tasa de reasociacion es proporcional al
cubo de la fuerza iénica.

d). Viscosidad. A este respecto mencionan que es importante distinguir
entre “viscosidad microscopica y macroscopica”. La primera se refiere al
microambiente que rodea a las bases del acido nucleico. La “viscosidad

macroscopica” es dependiente de la presencia de polimeros incluyendo al

DNA que no tienen efecto sobre el microambiente. La tasa de

es inversamente proporcional al incremento en la

renaturalizacién
“viscosidad microscopica” mientras se incrementa en un 50% y hasta de 1-6

veces cuando se incrementa la viscosidad macroscdpica, por ejemplo por la

adicion de; polimeros inertes como Ficoll o Sulfato de Dextran. Este

incremento:se atribuye a la exclusion del DNA de un volumen sustancial de
la solucién;por la adicion del polimero, resultando en un incremento en la
concentracion efectiva del DNA por lo que la adicidn de esos polimeros
también incrementa la tasa de hibridaciéon. El sulfato de dextran es el mas

ampliamente utilizado.

Por estas razones, en la actualidad la mezcla de hibridacion incluye

ademas de fragmentos de’ sonda de tamafio pequefio (entre 200 y 500 pares
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de bases), sulfato de dextran para incrementar la viscosidad macroscoépica,
citrato de sodio salino muy concentrado (20X SSC) para incrementar la
fuerza idnica. Ademas de albimina de suero bobino (BSA) y DNA de
esperma de salmén o tRNA de bacteria para disminuir las reasociaciones
inespecificas.
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4. OBJETIVOS
Los objetivos generales de este trabajo fueron: (1) estudiar las

relaciones espacio-temporales entre algunos de los elementos que

intervienen en la sintesis y procesamiento del pre-rRNA y (2) establecer

un protocolo general para hibridacién no isotépica in situ a nivel
ultraestructural.

Para cumplir con estos objetivos se propusieron como objetivos mas
especificos:
& Amplificar por medio de técnicas de ingenieria genética las sondas

moleculares utilizadas en esta investigacion.

¢ Localizar el U3snRNA y el rRNA durante mitosis, para establecer sus
relaciones espacio-temporales con el rDNA, por medio de hibridacién no
isotépica /n sitvy y microscopia de fluorescencia.

¢ Conocer la distribucion subnucleolar del rDNA por medio de hibridacion

ultraestructural /n situ no isotdpica.

37



5. METODOLOGIA

5.1. Células.

Se utilizaron células humanas HelLa (no. 2 CCL, ATCC) y células de
rata NRK 52-E (ATCC CLR 1571) creciendo en cubreobjetos de vidrio por 2
a 3 dias, con medio Eagle modificado de Dulbecco (DMEM) adicionado con

glutamina, acido pirtivico y suero fetal de ternera al 10 %.

5.2. Tincion de plata.

Se illevdo a cabo de acuerdo con Goodpasture y Bloom (1975), con

algunas modificaciones sencillas (Jiménez-Garcia y col., 1989).

5.3. Anticuerpos.

Se utilizé el anticuerpo policlonal de conejo R288 contra la proteina
p80 coilina (Andrade y col.,, 1993), en una dilucidén de 1: 100. Contra la
proteina ribosémica S6, se usé un anticuerpo policlonal de conejo que
reconoce el péptido sintético RRRLSSLRASTSKASESSQK (Chan y Wool,
1988), a una dilucion de 1:200. Se utilizaron anticuerpos secundarios

conjugados con FITC o con rojo de Texas a una dilucién de 1: 20.
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5.4. Inmunotransferencia.

La electroforesis en gel y el analisis tipo western se realizé de acuerdo

con Chan y Pollard (1992).

5.5. Sondas.

— Sonda de rata para el rDNA que incluye los extremos 3' de! rRNA 18S,
el rRNA 5.8S, el extremo §' del rRNA 28S y los dos espaciadores internos
transcritos (Rothblum y col., 1982). Esta sonda esta inserta en el plasmido
pP-59 que a su vez es un fragmento EcoR{-Bam HI de 3.6 kb del fago lambda

ChR-B4 que esta clonado en el vector pBR322.

— Sonda humana de U3snRNA que es un fragmento Hindill-EcoRIi de 4 kb

de la clona hU3-1. Contiene la secuencia completa del U3snRNA humano.

La amplificacion molecular de las sondas se llevd a cabo por medio de
la transformacion bacteriana (Escherichia coli cepa $f8, proporcionada por
el Dr. Fernando Montiel, Fac. de Quimica, U.N.AM.). Con este
procedimiento se pone en contacto a las bacterias con los plasmidos en
presencia de cloruro de calcio y se facilita su introducciéon a las células por
medio de un choque térmico (42°C). Para la purificacién del plasmido con el
inserto se empled la técnica que involucra lisis alcalina (utilizando lisozima),
extracciones con isopropanol, fenol-cloroformo y precipitaciones con acetato
de sodio y etanol. La fraccion plasmidica se resuspende y almacena en
agua desionizada estéril en condiciones de congelacion (en Pérez, 1994)
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5.5.1. Marcado de la Sonda.

Las sondas se marcaron por "nick translation” en presencia de Bio-11-
dUTP, dATP, dCTP,dGTP 50 mM. El tamafio de los fragmentos resultantes
se corrobord por electroforesis en geles de agarosas al 1%. La reaccion de
"nick translation” se detuvo cuando los fragmentos de la sonda alcanzaron

el tamafio de unos 200 pares de bases.

Una vez obtenidas las sondas en abundancia, e inmediatamente previa
a la reaccién de hibridacién, se procedidé a purificar el DNA marcado, para
eliminar los nucledtidos no incorporados, haciéndolo pasar por una columna
de Sephadex G-50 (Boehringer) y concentrarlo en un desecador de DNA
Speed-Vac (Savant). El DNA liofilizado se rehidratd con los componentes

de la mezcla de hibridaciéon y se almacend a -20°C.

§.6.2. Verificacion del marcado por transferencia de punto (“dot
blot").

Para corroborar que la marca se incorpord al DNA de la sonda y que
puede ser visualizada adn en bajas concentraciones, se colocaron gotas de
soluciones con difertentes concentraciones de! DNA marcado scbre papel
de nitrocelulosa y después de fijarlo con calor a 176°C, se procedié a
someter la membrana a la reaccion de deteccion con el complejo ABC (que
contiene avidina o estreptavidina acoplada a peroxidasa). El resultado debe
ser la formacion del complejo Avidina-Biotina-Peroxidasa que se visualiza
como un precipitado de color café que puede intensificarse debido a que es

osmiofilico.
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5.6. Analisis tipo northern.

Este ensayo se realizé de acuerdo con Xie y Rothbium, (1991). Se
llevaron a cabo experimentos de hibridacion in situ por fluorescencia (FISH)
para estudiar la distribucion de rRNA y U3snRNA y para micrdscopia

electronica de transmisiéon (MET) para conocer la localizacion de los genes

rDNA.

§.7. Hibridacion in situ con enzimas cromogenas.

Para la localizacién del rDNA con microscopia de luz (ML), se utilizd la

sonda y la técnica descritas anteriormente, empleando para la deteccion el

complejo ABC (Jiménez-Garcia y col., 1989).

5.8. Hibridacic’m flourescente in situ (FISH).

La distribucion del rRNA y del U3snRNA durante interfase y mitosis,
con especial énfasis en la telofase, se llevd a cabo por medio de hibridaciéon
in situ, en células de cultivos subconfluentes, con sondas biotinadas del gen
para U3snRNA de humano y de rDNA de rata. La deteccion se realizé con
microscopia de fluorescencia a través de estreptavidina acoplada con FITC
o con Rojo de Texas. Las células utilizadas fueron: epiteliales normales de

rinén de rata (NRK) y HelLa humanas en cultivo (secuencia descrita en el

cuadro 22).
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§.9. Hibridacioén in situ en combinacion con inmunolocalizacion.

Colateralmente con la hibridacién in situ, se llevaron a cabo también
experimentos de inmunofluorescencia para detectar la proteina p80-coilina
(marcador_gespecfﬁco de los cuerpos espiralados) y la proteina estructural
del ribosoma S6 (de la subuninidad pequerfia). Asi mismo, para poner en
evidencia los PNBs y el NOR se {levd a cabo tincién de plata de acuerdo
con el método de Goodpasture y Blume (1975) para organizador nucleolar.

Esta tincidn contrasta también los cuerpos espiralados (CB=coiled bodies)

(secuencia descrita en el cuadro 3).

42



STk

Cuadro 2. HIBRIDACION FLUORESCENTE /in situ (FISH)

FIJACION
2% Paraformaidehido en PBS
4

ENJUAGUE
PBS 10 min X 3

15 min

0.5% Triton X-100 en PBS 5 min 4°C
3
ENJUAGUES
PBS 10 min X 3
O

2X 8S8SC 5 min

HIBRIDACION
Agregar mezcla de hibridaciéon, agregando ~ 50-100ng de sonda/preparacion
Incubar toda la noche a 42°C
4
ENJUAGUES
Formamida §0%-2X SSC

{a
2X SSC 10 min
a

30min 37°C

AVIDINA-FITC 1l en 500ul de PBS, 90 min en oscuridad a temp. amb.
4 .
4X SSC 10 min
4

2X 8SC 10 min
4
£BS 10 min
4

Montaje en medio para fluorescencia (FPolysciences)

OBSERVACION
En fotomicroscopio de epifluorescencia con filtro para FITC
fotos con pelicula T-Max 3600 ASA

a3



Cuadro 3. HIBRIDACION FLUORESCENTE in situ SEGUIDA DE INMUNOFLUORESCENCIA

FIJACION
2% Paraformaldehido en PBS 15 min
a

ENJUAGUE
PBS 10min X3
v

0.5% Tritdn X-100 en PBS S min 4°C

ENJUAGUES
PBS 10 min X3
°

2X SSC S min
HIBRIDACION

Agregar mezcla de hibridaciéon, agregando ~50-100ng de sonda/preparacion

3 Incubar toda la noche a 42°C
H

ENJUAGUES
Formamida 50%-2X SSC 30min 37°C
S
2X 8SC 10 min
AVIDINA-FITC 1pl en 500 pl de PBS 90 min en oscuridad a temp. amb.
4X SSC 10 min
2X SSC 10 min

PBS 10 min

Anti-coilina (de conejo) 1:100 en PBS
1 hora a temp. amb. en camara humeda

PBS 10min X3

Cabra 1gG anti-conejo-Rojo Texas
1:20 en PBS
1 hora a temp. amb. en camara himeda y oscuridad

PBS 10min X2
4
Montaje en medio para fluorescencia (Polysciences)

OBSERVACION
En fotomicroscopio de epifluorescencia con filros para FITC y TR
fotos corn pelicula T-Max 3600 ASA
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5.10. Hibridacion in situ para microscopia electrénica de
transmision (MET).

La técnica de hibridacion in situ a nivel ultraestructural se probd tanto
previa como posterior a la imbibicién de las muestras en los medios de
inclusidn ("pre-" y "post-embedding"”, respectivamente). A su vez, ésta se

realizé tanto en células en cultivo como en tejido hepatico de rata.

Para el procedimiento de hibridacidén previa a la inclusién en resina
("pre-embedding") se utilizé una linea celular comercial, ya establecida, de
higado humano embrionario. Las células se cultivaron en cajas de petri de
un material especial que permite el precesamiento convencional de las
muestras para microscopia electronica de transmision, sin manipularlas

fuera de las cajas de cultivo, hasta el momento de obtener los cortes.

Una vez que se obtiene un cultivo subconfluente de las células (2-3
dias), se fijan, durante una hora a temperatura ambiente, con una solucién
fijadora de paraformadehido al 4% en buffer de fosfatos (0.16M, pH 7.2),
posteriorménte se enjuaga tres veces en el mismo buffer y se procede a
desnaturalizar el DNA de las células, por métodos quimicos, agregando
una solucidén de hidréxido de sodio al 0.07N. Finalmente, se incuba
durante 24 horas a 37°9C con la mezcia de hibridacién que contiene:

10 pi de DNA de la sonda ( ~100 ng / preparacion)

10 ul de Albumina de suero bovino (BSA) al 2%

16 1! de Sulfato de Dextran al 50%

8 ul de 20 X Citrato de sodio salino (SSC)
10 pl de DNA de esperma de salmén 0.2 mg/mi
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El DNA de la mezcla de hibridacidn se desnaturaliza con métodos

fisicos, sumergiéndola en agua en ebullicién (~ 100°C) durante 10 min.

La reaccién de hibridacion se revela con el complejo ABC (kit de la
marca Vector que contiene avidina acoplada con peroxidasa) y para
visualizaria se agrega diaminobencidina (Polysciences) al 0.1% Las
muestras se postfijan con tetradxido de osmio al 1%, en el mismo buffer
del primer fijador, para incrementar la marca (el complejo bictina-avidina-
peroxidasa es osmiofilico). El desarrolio de la reaccion se controla con el
ML y se detiene, agregando agua destilada, una vez que se considera que

la marca positiva es visible y ain no es perceptible el ruido de fondo.

Posteriormente, se continlila con el procedimiento habitual para MET, se

deshidrata en alcoholes graduales desde 70% hasta 10%, pasando

también por oxido de propileno, oxido de propileno-epén 1:1, como
solucion de preinclusion, hasta llegar a inclusion en resina epoéxica. De las
placas de resina que se obtienen con esta técnica se toma una porcién de
células con un sacabocado, se adhiere a un bloque comuin de resina y se
procede a obtener los corte ultrafinos, los cuales se montan en una rejilla
de cobre cubierta con formvar y se observan directamente al MET sin
contraste adicional que pudiera enmascarar la sefnal. La secuencia de este
procedimiento se resume en el cuadro 4.
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MEZCLA DE HIBRIDACION

Cuadro 4. HIBRIDACION in situ PARA MICROSCOPIA ELECTRONICA
Meétodo previo a la imbibicidon (“pre-embedding™)

CELULAS HEPATIC{;\S EMBRIONARIAS
ENJUAGUESOEN PBS X3
FIJACION en Paraformaldehido 4% en buffer de Fosfatos 0.16M, pH 7.2, 15 min
ENJUAGUE EN PBS 1hora

ALCOHOL ETILICO 70% 10min
4

8 DESNATURALIZACION DEL DNA CELULAR En NaOH 0.07N 2.45-3.0 min.

DESNATURALIZACION DEL <3

DNA DE LA MEZCLA

En agua a 100°C

lareaccion se detiene colocandola
en hielo inmediatamente

ALCOHOL ETILICO 70% HELADO S min X 2

4

ALCOHOL ETILICO 96% HELADO S min X 2
4
SECAR AL AIRE
™ 74
HIBRIDACION

Agregar mezcla de hibridacion , cubrir con un parafiim y dejar incubando toda la noche a 37°C

ENJUAGUES EN PBS 10min X3

REVELADO DE LA REACCION DE HIBRIDACION
COMPLEJO ABC (Vector) 1 hora 37°C
o

ENJUAGUES EN PBS 10min X3
4
DIAMINOBENCIDINA (DAB) 0.1% en H2 O2 0.02% en PBS
o
ENJUAGUES
4
PBS Smin

4

AGUA DESTILADA X3
a

TETRAOXIDO DE OSMIO 1% en buffer de fosfatos 0.16 M, pH 7.2 1 hora

4

AGUA DESTILADA XS
4

DESHIDRATACION EN ALCOMOLES GRADUALES (25,50,70,70,80,95,100%), 10 min c/u

°

PREINCLUSION LENTA
Oxido de Propilenc-Epon

INCLUSION en Epdn
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Para el método de hibridacidn posterior a la imbibicién (“post-
embedding") se utilizd higado de rata normal que se procesd, con las
técnicas convencionales para MET, fijando también con paraformaldehido
al 4% en el mismo buffer, durante una hora, y con las variantes de no
postfijar con osmio e incluir en resinas hidrofilicas (glicolmetacrilato (GMA),
Lowicryl K4M y LRWhite). La reaccidon de hibridacion se llevd a cabo en
cortes ultrafinos montados en rejillas de oro o niquel cubiertas con formvar

Yy empleando la siguiente mezcla de hibridacion:

3.0 ul de DNA de sonda (~ 30 ng por rejilla)
2.5 pl Formamida

2.5 nl 20X SSC

5.0 pl Sulfato de Dextran al 50%

4.0 pl DNA de esperma de salmon 0.2 mg/m!

En términos generales para la reaccion de hibridaciéon (la secuencia
se resume en el cuadro 5) se procedid de la siguiente manera: se utilizan
las mismas proporciones en la mezcla de hibridaciéon. Tanto el DNA de las
células como el de la mezcla de hibridacion se desnaturaliza con calor.
Sobre una gota de la mezcla ya desnaturalizada, se coloca una rejilla que
previamente fue colocada en agua destilada hirviendo. La reaccién de
hibridacion se incuba a 37°C durante 24 horas en una camara huimeda y
se revela con una solucion de estreptavidina acoplada con particulas de

oro coloidal de 10 nm de diametro (Sigma).

Se aplica un breve contraste adicional con soluciones contrastantes
convencionales (acetato de uranilo y citrato de piomo, 10 y § min.

respectivamente).
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Cuadro 5. HIBRIDACION in situ PARA MICROSCOPIA ELECTRONICA
Método posterior a la imbibicién (“post-embedding”)

TEJDO HEPATICO DE RATA

FIJACION
En paraformaldehido al 4% en buffer de Fosfatos

DESHIDRATACION
En alcoholes graduales (50,70,80,90,95,100 %)
g

PREINCLUSION E INCLUSION
En una resina hidrofilica (GMA, LRWhite, Lowicryl K4M)

CORTES ULTRAFINOS
Montados en rejillas de oro o niquel cubiertas con Formvar

DESENATURALIZACION DEL DNA CELULAR
En agua destiada a 100°C 10 min
la reaccion se detiene colocandola en hielo inmediatamente

SECAR AL AIRE

HIBRIDACION
Agregar mezcla de hibridacion con el DNA desnaturalizado (ver cuadro no. 2)
Incuabacién a 37°C toda la noche

ENJUAGUES EN PBS
Smin X5
o
REVELADO DE LA REACCION DE HIBRIDACION
Estreptavidina-oro coloidal en PBS 1:10, BSA 1.0%, Tween 0.05%
30 min 37°C

ENJUAGUES EN PBS
Smin X3
8

ENJUAGUE EN AGUA BIDESTILADA
o

o et s

SECAR AL AIRE

CONTRASTE LIGERO
Acetato de Uranilo, 10'; Citrato de Plomo 5’

OBSERVACION AL MET
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Los genes de rDNA se localizan en el componente fibrilar

denso (DFC) en nucléolos de hepatocitos de rata.

Se han establecido las condiciones que se requieren para llevar a
cabo la hibridacién in situ no isotépica a nivel ultraestructural utilizando
sondas biotinadas. Previamente a la reaccion de hibridaciéon, se verificd la
eficiencia de los métodos de amplificaciéon de la sonda por métodos de
transformacién bacteriana y su purificacion (Fig. 6), asi como el marcado y
tamaifio adecuados de la sonda por medio de electroforesis en geles de
agarosa y columna de Sephadex G50 (Fig. 7). Los mejores resultados se
obtienen cuando la reaccién de hibirdacion se hace posterior a la imbibicion
del tejido en resina ("post-embedding”), es decir sobre cortes ultrafinos
montados en rejillas, y la deteccion se lleva a cabo con estreptavidina

acoplada a particulas de oro coloidal de 10 nm de diametro.

Anteriormente se ha utilizado con éxito el plasmido p59 como sonda
para la deteccion de rDNA en microscopia de luz (Jiménez Garcia y col.,
1989). En este trabajo mostramos resultados de la localizacion del gen por
hibridacién ultraestructural in situ. lnicialmente, como experimento testigo,
se realizd hibridacidn in situ con ML, mediante la utilizacion del sistema de
deteccidn a base del complejo avidina-biotina peroxidasa. L.os genes se
localizaron{exclusivamente en el nucléolo individual de células PtK2 de
epitelio renal de marsupial, o de cada uno de los tres nucléolos de las
células NRK, también epiteliales de rifin pero de rata (Fig. 8). No se

aprecio marca en el nucleoplasma o en el citoplasma.
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Antes de ilevar a cabo hibridacion ultraestructural in situ, se realizd una
inmunolocalizacién de DNA en cortes de higado de rata incluido en glicol
metacrilato (GMA), para conocer la fraccion total de DNA intranucleolar
detectable por microscopia electrénica (Fig. 9). Ademas del DNA presente
en la croma;ina perinucleolar, que es abundante, se observo la presencia de
marcado intranucleolar principalmente en el componente fibrilar denso (Fig.
9, cabezas de flecha) del nucléolo adyacente a los centros fibrilares (Fig. 9,
flecha). Una vez conociendo que la fraccion de DNA era abundante en
cortes, se investigd qué porcion de ese DNA correspondia al rDNA.
Mediante hibridacion ultraestructural in situ aplicada a cortes de tejido
hepatico de rata incluido en GMA y tratados con RNasa, se localizé el rDNA
en el componente fibrilar denso del nucléolo (Fig. 10). En la Fig. 10a, se
observa la presencia de rDNA en el componente fibrilar denso del nucléolo
(cabezas de flecha), en tanto que los centros fibrilares (flecha) y el
componente granular se aprecian sin marca. A mayores aumentos, se repite
el patron observado (Fig. 10b-d). Con tratamientos previos de DNasa |, la
marca se observa en el componente fibrilar denso y en el componente
granular (Fig. 11a). Esa marca corresponde a rRNA. Pre-tratamientos de
doble digestidon ie. DNasa | seguida de RNasa A (Fig. 11b), impiden el
marcado en el nucléolo. Otros autores (Thiry y Goessens, 1992; Puvion-
Dutilleul y col., 1991a) lo han descrito en los centros fibrilares (FCs) en
células murinas tumorales de Ehrlich y Hela, respectivamente. Nuestros
resultados apoyan sin embargo, otra serie de evidencias (VWachtler y col,,
1990; 1992), que indican que en espermatocitos y linfocitos humanos, el
rDNA también se encuentra en el DFC. Aunque aun existe discrepancia
entre los autores, se ha logrado un consenso en cuanto a que la

localizacién de los genes rDNA intranucleolares ocurre en el componente
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fibrilar, ya sea componente fibrilar denso o centros fibrilares. La
discrepancia en estos resultados nos lleva a proponer que la localizacién
del rDNA depende probablemente del tipo celular y/o de! estado fisioldgico

de la célula'y del nucléolo.

Los diversos estudios sobre la localizacion del rDNA en nucléolos han
utilizado diferentes técnicas y modelos de estudio. En general, los nucléolos
pueden ser de tipo reticulado, en donde predomina el DFC, o bien de tipo
anular, en donde se observa un gran FC y escaso DFC. Ademas, las
técnicas usan diferente tipo de resina de inclusion y diferente sistema de
detecciéon de los hibridos. Aqui, se ha usado resina GMA y deteccion de
hibridos por medio de estreptavidina conjugada con oro coloidal de 10 nm
de diametro. Ademas, este estudio difiere de otros en que aqui se ha
utilizado un nucléolo de tipo reticulado, en donde el componente fibrilar
denso es abundante y facilmente reconocible. Si los genes ribosdmicos
estuvieran solamente restringidos a los centros fibrilares, este tipo de
nucléolo mostraria un patron de marcado en el cual habria pocas areas con
granos de oro, que representaria a los centros fibrilares, pues es esa la
disposicion que tienen en los nucléolos reticulados (Fig. 5). En lugar de ese
patron, se encontré marca en el componente fibrilar denso, a lo largo de
todo el nucliéolo, aunque parece haber mayor marca alrededor de los
centros fibrilares. Anticuerpos contra DNA mostraron el mismo patréon (Fig.
9). A pesar de la localizacidon de los genes de rDNA en los diferentes
compartimientos del nucléolo, no queda resuelto el problema de si éstos son
activos o inactivos. Hay sin embargo, algunas comunicaciones de Ila
localizacién de rRNA por hibridaciéon ultraestructural in situ en el

componente fibrilar denso, (Escaig-Haye y col., 1989) lo que concuerda con
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los hallazgos de incorporacion de uridina tritiada en el mismo componete
después de pulsos cortos (Goessens, 1984; Wachtler, 1990). Ademas de
los estudios autoradiograficos que indican la actividad transcripcional del
rDNA en el componente fibrilar denso, los estudios de hibridacion in situ han
demostrado la presencia de U3snRNA en el mismo compartimiento (Puvion-
Dutilleul y col., 1991b, 1992; Fischer y col., 1991), sugiriendo que los
primeros eventos de maduracidon del pre-rRNA ocurren también en el

componente fibrilar denso.
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Figura 6. Amplificacion de sondas de DNA por clonacion de
plasmidos en bacterias. Seleccion de colonias transformadas por
resistencia a antibiético (a) y crecimiento en medio liquido para amplificar

el plasmido con el gen de interés (b).
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Figura 7. Marcado de la sonda. Electroforesis en gel de agarosa al 1%
del DNA marcado con biotina por "nick translation” para verificar el tamario
adecuado (de 100 a 500 pb) de los fragmentos generados (a). “Dot blot"

de una sonda marcada (rDNA) para verificar la incorporacién de
nucledtidos biotinados (b).
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Figura 8. Localizacion de rDNA en células PtK2 (a y b) y NRK (c).
Hibridacidn in situ no isotopica al microscopio de luz con sondas biotinadas
y sistema de deteccion a base del complejo avidina-biotina-peroxidasa.

Las flechas indican la sefial en los nucléolos individuales de células PtK2 o
en los ftres nucléolos de células NRK. a) campo claro y b) el
correspondiente contraste de fases para PtK2. ¢) es campo claro de NRK.

La barra es de 20 um en a) y en b); enc) es de 10 um.

Figura 8. Inmunolocalizacion ultraestructural de DNA en hepatocitos
de rata. Dentro del nucléolo, la sefial se observa principalmente en la
region fibrilar densa (DFC, cabezas de flecha) cercana a los centro
fibrilares (flecha). Fuera del nucléolo, la marca se observa en la cromatina

perinucleolar (pnc). Acetato de uranilo-citrato de plomo. X §8 000.
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Figura 10. Localizaciéon de rDNA en hepatocitos de rata tratados con
RNasa A por hibridacion in situ ultraestructural. Los diferentes campos
(a-d) muestran sefal intensa en el componente fibrilar denso (DFC) del
nuciéolo (cabezas de flecha) cercano a los centro fibrilares (flechas). Los
intersticios (i) en el nucléolo asi como la cromatina (ch), la cromatina
perinucleolar (pnc) y el citoplasma (cy) no muestran marca apreciable. a)
X 61 740; b) X 86 240; c) X 80 360; d) X 86 240.






Figura 11. Localizacién de rDNA en hepatocitos de rata tratados con
DNasa | (a) o RNasa A seguida de DNasa | (b) por hibridacién in situ
ultraestruétural. En a) la sefal, correspondiente al rODNA, se observa en
el componénte fibrilar denso (DFC) y en el componente granular (G) del
nucléolo, péro no en los intersticios (i) o en los centros fibrilares (flecha).

En b) no se observa marca. X 80 000.
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6.2. En interfase, el rRNA se localiza en el nucléolo. El U3snRNA y
la proteina S6 se localizan en el nucléolo y en los cuerpos

espiralados.

Por FISH se determind la distribucion de rRNA y U3snRNA. El rRNA se
localiza en nucléolos y citoplasmas de células HelLa y NRK en interfase
(Figs. 12a y 13a). El U3snRNA se localiza en nucléolos en ambos tipos
celulares (Figs. 12b y 13b) y en pequerios cuerpos adyacentes (Figs. 12b y
13b, flechas). Para conocer si estos cuerpos pequenios, redondos y
cercanos al nucléolo correspondian a cuerpos espiralados, se realizaron
experimentos de doble marcado Jie. hibridacion in situ para detectar
U3snRNA e inmunolocalizacién de la proteina coilina (Andrade y col., 1991,
1993) en las mismas células. Los pequefios cuerpos contienen U3snRNA y
coilina (Fig. 14, flechas), es decir, los cuerpos espiralados contienen
U3snRNA. Para determinar la especificidad de la sonda y deécartar
hibridacion inespecifica en estos cuerpos se realizd un analisis tipo
Northern utilizando extractos de RNA total de células HelLa y la misma
sonda de U3snRNA (Fig. 15). La electrotransferencia northern indica que la
sonda es especifica para U3snRNA. Posteriormente se analizd si los
cuerpos espiralados también contenian rRNA mediante el mismo
procedimiento de doble marcado pero utilizando la sonda de rDNA en lugar
de |la de U3snRNA. No se encontré rRNA colocalizando con los cuerpos
espiralados (Fig. 16, flechas).

La presencia de U3snRNA en cuerpos espiralados difiere de otras
comunicaciones (Carmo-Fonseca y col., 1982, 1993). La diferencia puede
deberse a czque la sefial para U3snRNA en cuerpos espiralados es muy débil

en comparacion con la del nucléolo o a que la deteccion llevada a cabo en
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el presente trabajo abarca la secuencia completa del U3snRNA en tanto que
la de esos autores solo detecta 15 nucledtidos. En un trabajo reciente
(Azum-Gelade, 1994) también se encontré U3snRNA en pequefios cuerpos
cercanos al nucléolo. Aunque los autores no realizaron doble localizacion la
sefial seguramente corresponde a cuerpos espiralados.

Los cuerpos espiralados fueron observados a principios de siglo
(Ramén y Cajal, 1903) mediante impregnaciones argénticas. Por entonces
se les dié el nombre de cuerpos accesorios del nucléolo. En 1969
(Monneron y Bernhard, 1969), mediante microscopia electrénica re-
describieron como ribonucleoproteinas intranucleares que se denominaron
cuerpos espiralados. Posteriormente se sugirid que los cuerpos accesorios
y los cuerpos espiralados eran la misma estructura (Hardin y col., 1969)
aunque ésto se demostrd trece afos después (Seite y col.,, 1982, Lafarga y
col., 1983). Los cuerpos espiralados se han descrito también en plantas
(Moreno Diaz de la Espina, 1982) y en células transformadas son
abundantes (Spector y col., 1992). Los cuerpos espiralados contienen una
proteina especifica llamada coilina o p80 (Andrade y col.,, 1991) cuya
secuencia del gen se conoce. Se cree que intervienen en la funcion
nucleolar por su cercania a este organelo y porque se tifien con la técnica
del Ag-NOR (Raska y col., 1991) ademas de contener fibrilarina. Para
demostrar si los cuerpos contienen ademas elementos nucleolares que no
tienen relacion con el procesamiento del pre-rRNA, como la proteina
ribosomal S6, se realizdé inmunofluorescencia doble utilizando anticuerpos
contra S6 y coilina en células Hela (Fig. 17). Los resultados indican la
presencia de $6 en cuerpos espiralados (Fig. 17, cabezas de flecha).
Mediante electrotransferencia western se demostré la especificidad del

anticuerpo (Fig. 18, carril 4). Ademas de contener factores nucleolares
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responsables del procesamiento del pre-rRNA y del ensamblado del
ribosoma, los cuerpos espiralados contienen factores del procesamiento del
pre-mRNA (Fakan y col.,, 1984; Carmo-Fonseca y col.,, 1991; Spector y col.,
1992). Sin embargo, los cuerpos espiralados no contienen todos los factores
de! procesamiento del pre-rRNA, no contienen DNA ni incorporan uridina
tritiada (Moreno Diaz de la Espina, 1982).

l.os cuerpos espiralados entonces contienen factores de maduracion
tanto del pre-mRNA como del pre-rRNA; sin embargo, no contienen los
sustratos pues no se ha demostrado que contengan pre-rRNA ni algun pre-
MRNA especifico. Esto sugiere un papel importante en el metabolismo del
pre-RNA en general, como podria ser el de mediar el intercambio de
moléculas entre ambos metabolismos, por ejemplo, transportando
U14snRNA. Experimentos recientes indican la presencia de U114 en

pequefios cuerpos intranucleolares (Jiménez-Garcia, com. personal).
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Figura 12. Localizacion de rRNA (a) y U3snRNA (b) en células HelLa

por hibridacidon in sifu fluorescente. EIl rRNA se observa en los

nucléolos y citoplasmas. El U3snRNA se localiza en los nucléolos y en

cuerpos pequenos asociados a ellos (flechas).

Figura 13. Localizaciéon de rRNA (a) y U3snRNA (b) en células NRK

por hibridacion in situ fluorescente. El rRNA se observa en los

nucléolos y citoplasmas. E! U3snRNA se localiza en en los nucléolos y en

cuerpos pequerios asociados a ellos (flechas).
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Figura 14. Doble localizacion de U3snRNA (a-e) y coilina (a’-e’) en
células Hel.a por hibridacion in situ fluorescente e
inmunofluorescencia respectivamente. El U3snRNA se localiza en los
nucléolos y en los cuerpos espiralados, donde colocaliza con coilina

(flechas).
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Figura 15. Especificidad de la sonda de U3snRNA analizada por
northern blot con RNA total de células Hel.a. Independientemenie de la
cantidad de RNA total cargada en los carriles, la sonda solo detecta una

banda, que corresponde al U3snRNA. Se indica la posicion del rRNA §S,
otro RNA nucleolar pequeno.

Figura 16. Doble localizacion de rRNA (a) y coilina (b) en células Hel.a

por hibridacidon Jin situ fluorescente e inmunfluorescencia,

respectivamente. El rRNA se observa en los nucléolos y en los

citoplasmas. La coilina, que marca los cuerpos espiralados (flechas) no
contiene cantidades apreciables de rRNA.
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Figura 17. Doble inmunolocalizacion de la proteina S$6 (a) y coilina (b)
en células Hela. La proteina S6 se observa en los nucléolos y

citoplasmas, asi como en cuerpos espiralados que contienen coilina
(cabezas de flecha).

Figura 18. Especificidad de los anticuerpos contra las proteinas S6 y
coilina por medio de Western blot en extractos de proteina total de
células Hel.a. Carri! 1 es suero normal humano; carril 2 es anti-coilina de

conejo; carril 3 es anti-coilina humana, carril 4 es anti-S6 de conejo.
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6.3. El U3snRNA se localiza en cuerpos prenucleolares (PNBs)
durante la telofase.

Para conocer el papel de los dos RNAs mas abundantes del nucléolo
en la formacion de este organelo intranuclear, es decir, el papel del rRNA y
del U3snRNA, se estudid la distribucion de esas moléculas durante la
mitosis, con énfasis en la telofase, cuando ocurre la nuclieologénesis.
Durante la mitosis, los elementos nucleolares se disgregan y se distribuyen a
varios sitios: una envoltura cromosémica, los organizadores nucleolares y
los cuerpos prenucleolares. Con el objeto de determinar la distribucion de
los elementos de los nucléolos de las céluias Hel.a, primero se llevé a cabo
tincion de r;lata amoniacal (Goodpasture y Blum, 1975) (Fig. 19). En la Fig.
19a se nota la presencia de plata en los nucléolos interfasicos,
principalmente en los componentes fibrilares (cabeza de flecha). Ademas se
observa la tincién de los cuerpos espiralados (flecha cruzada). De profase a
telofase (Fig. 19b-e) la tincion se observa en los organizadores nucleolares
(cabezas de flecha). En telofase, ademas del organizador nucleolar, los
cuerpos prenucleolares se tifen fuertemente (flechas). Posteriormente se
estudid la distribucién de rRNA y de U3snRNA durante la mitosis en células
Hela y NRK por FISH (Figs. 19 y 20). En interfase (Figs. 19f y 20a), el rRNA
se localiza en los nucléolos y en los citoplasmas, aunque en los nucléolos
algunas areas discretas no se tinen (Fig. 19f, cabeza de flecha). De profase
a anafase, el rRNA se distribuye en el compartimiento citoplasmico,
quedando excluido de ios cromosomas (Figs. 19g-i; 20b-d). En telofase,
durante la nucleologénesis, ademas del citoplasma, se marca la region de
los organizadores nucleolares (Figs. 19j; 20e, cabezas de flecha), indicando

la presencia de pre-rRNA recién sintetizado en los nucledlos en formacién,
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pero no en los cuerpos prenucleolares (PNBs). Este comportamiento es
similar al de la RNA polimerasa 1 y al del rDNA (Jiménez-Garcia y col.,1989).

Posteriormente se analizd la distribucién del U3snRNA en mitosis en
ambos tipos celulares (Figs. 19 y 20). En interfase, el U3snRNA se observo
en los nucléolos y en cuerpos espiralados (Figs. 19k; 20, flecha cruzada). En
células Hela este RNA presenta un patron fibrilar, excluyendo algunas
zonas discretas que pueden ser centros fibrilares (Fig. 19k, cabeza de
flecha). De profase a anafase (Figs. 191-n; 20g-i), el U3snRNA se dispersa
en el citoplasma difusamente. Sin embargo, durante la nucleologénesis en

telofase (Figs. 190; 20j), el U3snRNA se observa ya en organizadores

nucleolares (cabezas de flecha) de nucléolos en crecimiento, pero también
en cuerpos prenucleolares abundantes (flechas) que se fusionan
constantemente a los organizadores nucleolareé, especialmente en células
NRK, que crecen muy aplanadas. Los cuerpos prenucleclares se distinguen
de los organizadores nucleolares porque son mas pequefios, no contienen
rDNA y no presentan RNA polimerasa 1 (Jiménez Garcia y col.,, 1989). La
proteina nucleolar fibrilarina, que forma snRNPs con el U3snRNA, tiene el
mismo corijportamiento (Ochs y coi.,1985b; Jiménez-Garcia y col.,1989).
Con el objeto de analizar si el comportamiento de las molécuias del
procesamiénto del pre-rRNA, es decir, el U3snRNA, es exclusivo de la
telofase o si cualquier elemento nucleolar involucrado en ia biogénesis del
ribosoma se comporta de manera similar, se estudid la localizacidon de la
proteina ribosdmica S6 durante la mitosis en células Hela (Fig. 21). En
interfase (Fig. 21a) la proteina S6 se presenta en los nucléolos, cuerpos

espiralados y en los citoplasmas. Esta proteina se localiza difusamente, de

profase a telofase, en la porcion del citoplasma, excluida de los
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cromosomas. En telofase no se encuentra en la region de los organizadores

nucleolares hasta que las células han entrado a la etapa G1 del ciclo celular.

el it
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Figura 19. Localizacion de rRNA (f-j) y U3snRNA (k-0) durante la
mitosis de células Hel.a por hibridaciéon in situ fluorescente. a-e)
tincion de plata para organizador nucleolar (Ag-NOR) para demostrar la
presencia de elementos nucleolares durante la mitosis y en especial
durante la nucleologénesis en telofase (e). a,f k) interfase; b,g,l) profase;
c,h,m) metafase; d,i,n) anafase; e,j,o) telofase. Con plata, se tifien los
nucléolos cabeza de flecha) y los cuerpos espiralados en interfase (flecha
cruzada). De profase a telofase, la sefial se observa en los organizadores
nucleolares. En telofase también se aprecia en cuerpos prenucleolares
numerosos (flechas en e). Ef rIRNA se observa en nucléolos interfasicos
aunque excluye zonas intranucleolares (cabeza de flecha en f). De profase
a anafase se dispersa en el citoplasma. Se oberva nuevamente en las
regiones de los organizadores nucleolares en telofase (cabeza de flecha
en j). El U3snRNA se observa en nucléolos interfasicos aunque excluye
zonas internas (cabeza de flecha en k). De profase a anafase se distribuye
en el citoplasma. En telofase (o) se observa en zonas de organizador

nucleolar (cabezas de flecha) y en cuerpos prenucleolares (flechas).
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Figura 20. ’Localizacién de rRNA (a-e) y U3snRNA (f-j) en células NRK
por hibridacion in situ fluorescente. En interfase, el rRNA se observa
en nucléolos y citoplasmas (a). de profase a telofase se observa en
citoplasma (b-e). En telofase (e), durante la nucleologénesis, se observa
también en las regiones del organizador nucleolar (cabezas de flecha). En
interfase (f) el U3snRNA se observa en nucléoios y cuerpos espiralados
(flecha cruzada). De profase g) a anafase i) se observa en el citoplasma.
En telofase (j) se observa en regiones del organizador nucleolar (cabezas
de flecha) y en cuerpos prenucleolares (flechas).

Figura 21. Inmunolocalizacion de la proteina S6 en células Hela
durante la mitosis. En interfase (a) la marca se observa en los nucléolos

y en los citoplasmas. De profase (b) a telofase (e) la sefial se observa
dispersa en el citoplasma.
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A pesar de que tanto el rRNA como el U3snRNA se distribuyen
difusamente en el citoplasma durante la mitosis, no se encuentran
asociados a los cromosomas y unicamente el U3snRNA se localiza en los
cuerpos prénucleolares. Otros autores han descrito resultados similares al
mismo tierﬁpo que este estudio (Azum-Gélade y col., 1994), en una
investigacion sobre la redistribucion el U3snRNA y fibrilarina en células
CHO. Ellos encontraron que las moléculas del U3snRNA persisten durante
la mitosis en fuerte asociacion con el remanente nucieolar. Las encontraron
presentes también en los PNBs y sugieren que podria estar participando en
la nucleologenesis promoviéndola al interaccionar con el espaciador externo
S' el pre-rRNA recién sintetizado. Estos resultados sugieren que el rRNA es
sintetizado de novo en la region del organizador nucleolar (NOR) una vez
que el nucléolo empieza a reorganizarse en telofase, mientras que al menos
una porcion del U3snRNA que se hereda a las células hijas, se asocia al
NOR en forma de PNBs.

Los cuerpos prenucleolares son cuerpos fibrosos (Stevens, 1965)
ribonucleoproteicos (Risuefio y Medina, 1986) que se forman del material
nucleolar pericromosomico coalescente. Se fusionan al organizador
nucleolar en telofase. Contienen fibrilarina (Ochs y col, 1985b; Jiménez
Garcia y col., 1989), proteinas B23 y C23 (Ochs y col.,, 1985a; 1985b), pero
no las proteinas ribosomales S1 (Bell y col., 1992) o S6. Los cuerpos
prenucleolares se forman independientemente de fa actividad
transcripcional de la célula en telofase (Morcillo vy cél., 1976; Benavente y
col.,, 1987) o de la presencia de rDNA (Bell y col.,, 1992). Sin embargo, su
fusiédn con los organizadores nucleolares si depende de la actividad
transcripcional de la RNA polimerasa [. El nucléolo se forma solo

parcialmente cuando s€& utiliza actinomicina D o cuando se inyectan
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anticuerpos contra RNA polimerasa | (Benavente y col, 1987), lo que
sugiere que deben existir moléculas transcritas incompletas que pueden
contribuir a la formacion del nucléolo (Fan y Penman, 1971). Una vez que
comienza la actividad de sintesis de pre-rRNA en el organizador nucleolar,
los cuerpos prenucleolares que contienen factores de procesamiento se
fusionan a ellos. La herencia materna de factores de procesamiento
aseguraria la disponibilidad de moléculas hacia los transcritos recién
sintetizados o que pudieran haber quedado incompletos (Fan y Penman,
1971) pero asociados al organizador nucleolar durante la mitosis. El
U3snRNA heredado participaria por ello, en el procesamiento de la gran
cantidad de transcritos de pre-rRNA que se producen durante la etapa G1
del ciclo celular.

Proponemos que el U3snRNA interviene en las etapas tempranas del
procesamiento del pre-rRNA recién sintetizado en telofase y que esas
moléculas _;e mueven hacia los sitios de transcripcion activa de pre-rRNA.
Esto Gltimo representaria una situacion analoga a lo que ocurre con el
procesamiento del pre-mRNA, en el que se ha sugerido que hay movimiento
de factores de procesamiento a los sitios de produccién de pre-mRNA por
medio de un mecanismo de reclutamiento (Jiménez-Garcia y Spector, 1993).
Alternativamente, los factores podrian sufrir movimientos de difusion que
permitirian concebir un mecanismo de anclaje por disponibilidad de factores

a los sitios de transcripcion, haciendo el fenédmeno mas inespecifico.
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Figura 22. Esquema que muestra los genes rDNA de rata en ei
componente fibrilar denso dei nuciéolo. FC, centros fibrilares; DFC,
componente fibrilar denso; GC, componente granular; CB, cuerpos
espiralados; GIC, granulos intercromatinianos.
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Figura 23. Esquema que muestra la presencia del factor de
procesamiento U3snRNA (verde) materno en los cuerpos
prenucleolares que se fusionan al NOR en telofase. NOR, region del
organizador nucleolar; PNB, cuerpos prenucieolares; (amariilo),

localizacion del rRNA
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7. CONCLUSIONES

< La hibridacion ultraestructural in situ se puede realizar sobre material

fijlado con paraformaldehido e incluido en resina GMA, utilizando
sondas de rDNA marcadas con biotina. La deteccidn se puede llevar a

cabo con estreptavidina conjugada con oro coloidal de 10 nm de
diametro.

< El rDNA se localiza en el componente fibrilar denso (DFC) de nucléolos
de hepatocitos de rata en interfase. '

< El U3snRNA se localiza en los nucléolos y en los cuerpos espiralados

en células en interfase. Los cuerpos prenucleolares (PNBs) formados
en la telofase, contienen U3snRNA.

Se sugiere que:

A) la transcripcion del rDNA en forma de pre-rRNA se lieva a cabo en el

componente fibrilar denso (DFC) del nucléolo interfasico,
B) el nucléolo se reconstruye en la telofase al menos por dos vias:
1. sintesis de novo de pre-rRNA en los NORs,

2. fusion dé PNBs conlos NORs. Los NOR contienen pre-rRNA recién

sintetiza;;io y los PNBs contienen moléculas de su procesamiento como
el U3snRNA,

C) La transcripcion y el procesamiento del pre-rRNA estan estrechamente

asociados espacial y temporalmente. Esto hace posible proponer un
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mecanismo de acoplamiento entre la transcripciéon y el procesamiento
basado en el reclutamiento de moléculas de procesamiento de pre-
rRNA hacia los sitios de transcripcidon activa, similar al descrito para
mensajeros en células infectadas con adenovirus o transfectadas con

genes de beta tropomiosina (Jiménez-Garcia y Spector, 1993).
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