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Summary

In the mammalian cell nucleus, splicing factors are distributed in nuclear domains known as

- speckles or splicing factor compartments (SFCs). In cultured cells, these domains are dynam-
ic and-reflect transeriptional and splicing ocfivities. We used immunofluorescence and confo-
cal microscopy to monitor whether splic_yjirigk factors in differentiated cells display similar fea-
tu[es.»jspéck[ed patterns are observed in rat hepatocytes, B-cells, bronchial and intestine
epith‘elid":drid also in three cell types-of the uterus, and the number, distribution and sizes of

- the speckles vary among them. In addition, we studied variations in the circular form {shape)
o 'speckles in uterine cells that are transcriptionally modified by hormone. During the estral
cycle, in proestrus speckles are irregular in shape while in diestrus | they are rounded.

- Experimenially, in casirated rats, luminal epithelial cells show a pattern where speckles are
dramatically rounded, but they recover their irregular shape rapidly after an injection of estra-
diol. The same results were observed in muscle and gland epithelial cells of the uterus. We
conclude that different speckled patterns are present in various cells types in differentiated tis-
sues and that these paiterns change in the uterus depending upon the presence or absence

of hormones such as estradiol.
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Resumen

En el nicleo de mamiferos, los factores de splicing estan distribuidos en dominios conocidos
como speckles o compartimientos de factores de splicing (SFCs). En células en cultivo, estos
dominios.son altamente dindmicos y reflejan la actividad transcripcional y el splicing. En el
presente trabajo se utilizé inmunofluorescencia y microscopla de barrido laser confocal
(CMLS) para monitorear si los factores de splicing en células diferenciadas despliegan ca-
racteristicas similares. El patrén moteado es observado en hepatocitos de rata, células B,
epitelio bronquial e intestinal; asi como tres tipos celulares de dtero. El nimero, distribucién y
tamaiio de las motas varia entre ellos. Adicionalmente, estudiamos la variacién en la circu-
laridad de las motas en células de Utero, células que son transcripcionalmente modificadas
por.accién hormonal. Durante el ciclo estral, en proestro las motas son de forma irregular
{MC=0.512963), mientras que en Diestro | son redondeadas {MC = 0.799547).
Experimentalmente, en células del epitelio luminal de ratas castradas muesiran un patrén en
donde las motas son dramaticamente redondeadas (MC= 0.873050), pero recobran su
forma iregular répidamente después de una inyeccién de 17 B-estradiol (MC=0.470394).
Los mismos resultados fueron observados en miometrio y epitelio glandular. Por lo tanto
diferentes patrones de motas estan presentes en células diferenciadas de diversos tejidos y
dicho patrén es alterado en el dtero por modificaciones franscripcionalesinducidas por

accién hormonal. et

-‘s.AA. ,
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[ntroduccion

H nucleo es un organelo altamente com-
parlomenrallzodo, |nvolucrcdo en el alma-
‘cenamlento del DNA™ yen los,pnmeros ;

roteinas 'y ofras funciones; mediante los
_procesos de Transcripcién y Traduccién,
" procesos que juntos constituyen el “Dogma

Centrdl” de la genética (fig 1}.
Transcripcién

Lo transcripcién es una reaccién de
polimerizacion en la cual un nuclestido
individual se enlaza secuencialmente en
una-cadena. Este. mecanismo requiere de
RNA pollmerasos, del molde de DNA, de
| Mg
L cyfo‘c;lnq;y.\qudln trifosfato para que a partir

2o Mn2'- y adenosina, guanosina,

ebra de DNA por accién de una
NA ﬁélifﬁéréso especifica genere uno de
‘los cuatro diferentes tipos de RNA.

1) RNA rlbosomcl {rRNA). Esta clase de

» NA es ensamblado, junto con numerosas

L protefncs paro formor los ribosomas. Los

ribosomas se acoplan con el mRNA y for-
man un dominio catalffico dentro del cual

-el tRNA entra con sus aminodcidos unidos.

2} RNA de transferencia {tRNA}. Esta clase
de RNA pequeiio, forma enlaces covo-
lentes con un aminodgcido individual y
reconoce la secuencia codificante del
mRNA para lograr la correcta insercién de
aminodcidos en la elongacién de la cade-
na polipeptidica.

3) RNA pequefio nuclear {snRNA). Esta
clase de RNA fiene varios roles en el
procesamiento de ofras clases de RNA;
mRNA, RNA y rRNA que son producidos
como moléculas precursoras largas conoci-
das como franscritos primarios. Estos son
procesados dentro del nicleo hacia
moléculas funcionales que son exportadas
al citosol; por ejemplo varios snRNA for-
man parte del spliceosoma que participa
en la conversién del RNA pre-mensajero en
mRNA por splicing.

4) RNA mensajero (nRNA)). Esta clase de
RNA es el templado génico utilizado por la
maquinaria traduccional para determinar el
orden de los aminodcidos incorporados en
la elongacién de un polipéptido dentro del



‘al RNA en la regulacién biolégica y catali-
" sis..Inferesantemente; el RNA es el Onico

-proceso de fraduccid

‘Las‘moléculas \'fienen"una variedad  polimero biolégico que sirve fanto en la

de papeles er é!uld%, como ha sido catdlisis (como protelnas) y como almacén

‘de_s;‘c»izr_ifd qugfiddd;-"Ademds, existe - de informacién {como DNA}; por esta
~“un 'g:f_d'h;'nomero" ge evidencias que implica razén, ha sido postulado que moléculas de

" Dogma Central de la Genética

Replicacién

l InfommciénT AN
B2\ 7\"7\Y/\VZ\'/\¥
DNA

|
A lnfonimct’én

sy

Transcripcion

RNA D SUANAYAR y ST o RYARAPLY Y o TESIS CON
Informacién FALLA DE ORIGEN

Traduccion

Y

Proteina

Ribosoma

Proteina

Figura 1.- Diagrama del flujo de la informacién genética.



RNA, 6 moléculas po’récidd’é al: RN'A’ e

fueron la base en la vida tempronc enla:

evolucidn.
RNA Polimerasas

Las RNA polimerasas {RNA pol) se
encueniran dentro del-tipo de protefnas
mds grandes y complejas de los organis-
mos vivos. Estas enzimas son similares en
su estructura.en | tes.y. el

Tablc 1.- RNA polimerasas de eucariontes

!

manera natural o ornflcuol en una copia de

'RNA'?En pr canontes todos los tipos de

hzados por un solo tipo de

RNA Pohmercsa En contraste, en los

eucariontes existen’ tres fipos de RNA pol
denominados |, Il y lll. Cada una es
responsable de la sintesis de distintos tipos
de RNA (Tablal). La RNA pol Il se local-
iza en el nicleo, fuera del nucléolo y es
responsable de la sintesis del pre-mRNA y
algunos snRNAs involucrados en el splic-

" ing. Esta’polimerasa no puede enlazarse
... por ella misma y por lo tanto, requiere de
- factores proteicos {factores de transcrip-

cién), que son agregados en un orden
especifico al promotor e inferactta con la
RNA Pol Il {tabla 2).

E ‘Tlpo de RNA pohmeroso

Tipo de RNAs gue transcribe

Requerimientos

e e I6nicos
RNA pol I -RNArs: 28s, 18sy 5.8s Mg?*
RNA pol Il -RNAms Mg®

- Muchos snRNAs
RNA pol it -RNArs: 5s Mn?*
- Un snRNA {ubsnRNA}
-scRNAs
-IRNAs

10



Tabla 2. Factores de transcripcion

- Factor de Transcripcién
y orden de accién durante

la transcripcién

Caracteristicas de enloce

1-TFIID Se enlazan a la secuencia TATA; esta secuencia estd presente en todos los genes

eucariontes y es conoclda como TATA box. TFIID esta compuesto por la proteina

de enlace a la TATA box {TAP} y mas de ofras ocho subunidades.

2. TFIIA
B TDFIID.
CB.THBC ’
4 TFIF - RNA

Comple]o polimercso ll

5. TFIE,TFIIH; TFII)

Estobiliza en enlace de! TFIID; previens la inhibicién de la disrrupcién del complejo

Estos factores pueden ser incluidos en este orden, para que la transcripcién ocurra.

La transcripcién procede en fres distintas
fases; la primera es la fase de iniciacién
{enlace de la RNA pol al molde de DNA),
la segunda corresponde al proceso de
elongacién (nucledtidos son agregados al
molde de DNA)}, y finalmente concluye
con la terminacién {las enzimas y el RNA
son !iberadqs del molde de DNA).

Esta fase del procesomlento de mformc:-
cién génucc puede yes regulodc por
diversos faclores, dependlendo de la linea
celular de’ que'se- lrofe Un ejemplo de
dichos Fcctores es eI coso de las hormonas

esterondeos Desd 5" os onos 60s se ha

regulor la exp ,5|onAgen|co a nivel trans-

: ,crlpcxoncl ‘Observaciones de la concen-

S ‘trooén nucleor de estradiol [*H] en células

blanco por medio de autorradiografia
apoyan lo sugerido acerca del efecto
gendmico de las hormonas esteroideas.
De hecho, se han observado cambios
dramdticos en la tasa de sintesis de RNA
en Utero, posterior a la administracidn de
estradiol {(Hamilton, 1968; Gorskiy
Gannor, 1976).

Splicing

Todos los transcritos primarios producidos
en el nucleo son procesados para producir
moléculas de RNA funcionales para su
exportacién al citoplasma. Estos transcritos,
pertenecen a la clase de RNAs heterogé-
neos nucleares (hnRNA), debido a su hete-
rogeneidad en tamafio y localizacidn

1"



nuclecr déniro .de Io célulo No obstcnte

~ yKeller 1999; Forte.é era 1999)

L Muchos genes euccnohcos se encuentran
lnterrumpldos por intrones. El transcrito pri-
- mario debe ser procesado para remover
los infrones y unir las secuencias codifi-
cantes en una molécula de RNA continug,
antes de que el pre-mRNA sea fransporta-
do del niicleo dl citoplasma, donde es tra-
ducido. El splicing del premRNA por lo
tanto es'un proceso biolégico fundamental
en células eucariénticas, y es predominan-

12

temente co4ranscripcional {Beyer y
Osheim, .1988; Bdauren y Wieslander,
1994, Neugebavuer y Roth, 1997). En este
proceso estan involucrados un gran
numero de factores y puede ser dividido
conceptualmente en dos etapas distintas.

_ El paso inicial es el reconocimiento de la
7 secuencia intrénica conservada cerca del
~ sitio de corte 5' y regién de branchpoint

por un grupo de factores de splicing; esto
es seguido por el ensamble del spliceoso-
ma, en donde ocurren reareglos acom-
pafiados de 2 pasos quimicos de remo-
cion del intrén. En el primer paso se gene-
ran dos intermediarios: el exon 1 liberado
y el lazo o lariatexdn 2; en el segundo
paso, el exén 1 ataca el sitio de splicing
3' para generar los productos del splicing:
exones | y 2 liberados y el intrén en forma
de lazo {fig. 2). Los dos pasos cataliticos
se llevan a cabo en el complejo C del
spliceosoma (Burge et al., 1999; Reed,
2000).




Eon 1 Exon2

TESIS CON |
FALLA DE ORIGEN |

Figura 2A.- Diagrama del splicing del RNA pre mensajero (tomada de Beggs Lab Home
page).
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nes: el sitio de spli-

‘dér rdmificocién y el

lncrementondo a fldeh add
(Reed 2000)

la‘reaccién

La remocién de los intrones y el ligado de
los exones resultantes es catalizada por
particulas ribonucleoproteicas nucleares
pequeiias [snRNPs) y por factores de spli-
cing que no forman snRNPs. Los RNAs pre
mensajeros producidos durante la transcrip-
cién por la RNA pol li contienen secuen-
cias conservadas en los sitios de splicing 5'
y 3' y una regxén conservada cerca del

3

llamada punto de ramifi-

‘ _servadas son econoctdos por los snRNPs
ylos factores sencmles de splicing que no

k'iformcn snRNPs cuando se ensamblan en

el RNA | pre mensajero para formar el
'sp//ceosoma. Este ensamblaje ocurre de
*“manera ordenada y culmina en la remocién
de los infrones y el ligado de los exones; El

14

Je) ‘m"’ Estas secuencias con--

sp//ceosoma onslrurdo de la sugunente
manera; pnmero él U1 snRNP reconoce
secuencias en el sitio de splicing 5' en
RNA pre mensajero; posteriormente U2
snRNP se une al sifio de ramificacién. Una
vez ocurrida dicha unién, el complejo pre-
ensamblado U4/U6/U5 se asocia a los
snRNPs ya-unidos'y al premRNA con el -
U5 e interactia con las secuencias exéni-
cas 5' y 3'. Posteriormente la asociacién
de U1 se desestabiliza, U5 se une al
extremo 5' del intrén y la hélice U4,/U6 se
desaparea parcialmente resultando en la
asociacién de U6 con U2 formando un
complejo U2/U4/U6. Finalmente el U4
sale dejando un complejo U2,/Ub con U2
unido al punto de ramificacién y U6 aso-
ciado al extremo 5' del intrén. Esta interac-
cién altamente organizada de los RNAs y
proteinas es lo que permite a la maquinaria
celular de splicing que los intrones del RNA
pre mensajero sean eliminados de forma
correcta {fig. 2A).

Una familia de factores de splicing denomi-
nados proteinas SR estd involucrada en
este mecanismo a través de sus motivos
altamente conservados de reconocimiento
del RNA y el dominio SR con mdltiples
repeficiones de serina y arginina (Misteli et
al., 1997); los cuales son fosforilados por
cinasas especificas como la SRPKs, ClKs,
PITSLRE, PIKs o defosforilados por fosfa-
tasas como la PP1, PP2A, PP2C (ver
Misteli, 2000) (Tabla 3). Los motivos de
reconocimiento para el RNA se unen a



secuencias de RNA ‘de ‘una manera coordi-
‘nada para determinar la eficiencia del
splicing y comprometer alos RNA pre
mensajero en el evento de splicing (Fu,
1993). Llos dominios SR median interac-
ciones protefna-proteina en los diferentes

Figura 2C

pasos del ensamblaje del spliceosoma
{Tronchere et al., 1997} (figura 2B, C). los
factores SF2/ASF y SC35 estan involucra-
dos en la seleccién del sitio de splicing 5'
de RNA pre mensajeros con splicing alter-
nativo.

Pol Il

TESIS ™7

FALLA DE SiGEN

Figura 2B.- Modelo para la funcién de la RNA pol Il asociada a proteinas SR en el splicing.
C.- Modelo para la funcién de las proteinas SRm 160,/300 en el splicing. Tomado de

Blencowe Lab.
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Tabla 3.- Cinasas y Fosfatasas de los factores de splicing (tomado de Misteli, 2000).

localizacién en los
Compartimienios

de Splicing (SFCs)

Substratos

Referencias

SRPK-1
SRPK-2
Clk/Styl

Ch/Sy2
Ch/Sty3
PITSIRE
P
] ,Topc_il.%o'médéo I
U170k Kinase
5 ponbe o

S.pombe Dsk ip_ :

S. cerevisiae Sky 1‘p:

C cﬁvi}y

T 7 SCFT (PP2ey)

Protefnas SR
Protefnas parecidas o las SR

Profefnas SR :

Protefnas parecidos a las SR -

Prolefnkas“S'Rv E .
Protelnas porécidbs alos SR
Protefnas SR

Protelnas SR

N.D.

N.D.

Protefnas SR . '

UI70K

Protelnas SR g

Protefnas SR

Protelnas parecidas a las SR
Proteinas SR

Proteinas porecidas a las SR
Protelnas SR

Protelnas SR

N.D.

Guietal, 1994

Kuroyanagi et al., 1998;
Wang et al., 1998,
Colwill et al., 1996

Duncan et al,, 1998
Duncan et al ., 1998

loyer et al., 1998
Boronenkov et al,, 1998
Rossi et al., 1996
Woppmann et al,, 1993
Gross et al., 1997
Tokeuchi and Yanagida, 16

Siebel et al., 1996
Misteli and Spector, 1996
Mermoud et al,, 1992
Mermoud et al., 1994
Murray et al,, 1999
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Dominios nucleares involucrados
en el metabolismo del RNA-pre
mensajero(pre-mRNA).

El mantenimiento y replicacién del DNA, la
produccién y el transporte de las diferentes
clases de RNA, asi como la regulacién y

coordmccnén de estos procesos requiere de-

numerosas mocromoleculos, muchas de las-

~cuales se encuentran compartamentalizadas
- en dominios morfolégicamente reconocnbles.
7 {A) y en protelna [l enlazada a Poli (A)

El nucléolo es el dominio en donde se. reoh-
za la sintesis de RNA pre-ribosomal y SUTii}
maduracién (fig. 3A); por ofra parte;, Ios
- compartimentos involucrados en Io sfnte

procesamiento del RNA pre-mensc|ero son

- los cumulos’ de: gré ulo
: (IGCs)”lcmb n cor

o ; Compcrnmlentos de Factores de Splicing

"‘.(SFCS) (fig. 3C), regiones pericromatinianas
(fibras) y cuerpos de Cajal (fig. 3B).

Cdmulos de grdanulos intercroma-
tinianos (IGCs)

Ultraestructuralmente los IGCs se definen
como esfructuras irregulares que miden de
0.3 a 1.8 um (Thiry, 1993} y estan com-
puestos por numerosos granulos esféricos
denominados granulos intercromatinianos
(IG), con un diémetro entre 20 - 25 nm
{Monneron y Bernhard, 1969; Spector,
1993). Estos granulos fueron identificados
por primera vez por Swift en 1959, v han
sido observados como particulas solitarias.

los |G se enctilémrc‘n interconectados en
algunos sitios por fibrillas de entre 9 y 10 nm
{Moneron y Berhnard, 1969).

Los  IG estén enriquecidos en ribonucleopro-
teinas pequefias nucleares (sn RNPs} y fac-
tores de splicing no ribonucleoproteicos (no-
snRNP) pertenecientes a la familia de protet-
nas SR, con la excepcidn de la UsAF
{Zamore y Green, 1991). Estos granulos
estan igualmente enriquecidos en RNA poli

{PABII), pero no contienen ciertos tipos de

- protefnas hnRNP; Los grdnulos intercromatini-
~~ anos no son marcados después de pulsos

cortos de uridina [SH). La naturaleza de los

- grdnulos parece ser mantenida por interac-

ciones del fipo RS-RS entre sus componentes
y la hiperfosforilacion de las proteinas SR en
sus dominios RS rompe esta interaccién, resul-
tando en el fraccionamiento de los granulos
{Sacco-Bubulya 2000, comunicacién perso-
nal). Estos IGCs han sido recientemente purifi-
cados de higado de ratén y ahora se sabe
que contienen al menos 75 protefnas (Mintz
et al, 1999). Los IGCs son sitios de almace-
namiento, ensamblaje y/é modificacién de
los factores de splicing. No obstante, el
splicing no ocurre dentro de estas estructuras.

Fibras Pericromatinianas

Las fibras pericromatinianas (FPCs) se loca-
lizan sobre la superficie de los IGCs y
sobre la superficie de la cromatina conden-

17



~]996 Wurlz et al ]996) Eslos fibras son-
rcpldomente marcadas con'uridina [3H), lo
cual‘sugiere que estas estructuras represen-

tan los sitios donde se localiza RNA recien-
temente transcrito (Fakan, 1994).

Una de las funciones que se ha propuesto
para este arreglo es que el empaque-
tamiento del transcrito en una fibra y poste-
riormente en-un grénulo RNP. parece ser
importante para- asegurar el fransporte efi-
ciente::Los componentes proteicos y la
molécula de RNIA que conforman el granu-
‘ lo no estén’ organizados de una manera
“azarosa ya que las proteinas se unen al
"“RNA de una manera secuencia depen-
“diente (en Dreyfuss et al, 1993) de manera
que cuando la fibra RNP se pliega, los
granulos adquieren una forma caracteristica
(Skoglund et al., 1986). La molécula de
RNA estd organizada de una manera
especifica en el granulo exponiendo algu-

18

nas secuencias que intervendrén en interac-
ciones moleculares y oftras secuencias per-
manecen en el interior del grénulo.

Cuerpos de Cajal

Los cuerpos de Cajal (CBs), también cono-
cidos como cuerpos espiralados (Gall et
al, 1999}, son una clase de cuerpos
nucleares dlilamente conservados en plan-
tas y animales fanto en morfologia como
en composicién. los CBs varfan en tamaiio

- {0.2-1.5um ) y en nimero (1 - 10] en

diferentes tipos celulares y bajo distintas
condiciones de crecimiento. Estos cuerpos
nucleares estén enriquecidos en muchos
epitopes nucleares incluyendo factores de
procesamiento v transcripcién del RNA.
Contienen antigenos nucleolares como la
fibrilarina y Nopp 140, numerosos snRINPs
del splicing y un autoantigeno humano,
coilina p-80, la cual es usada como mar-
cador especifico de estas estructuras (ver
Matera, 1999), contiene ribonucleopro-
teinas pequefias nucleolares (snoRNPs),
pero no contienen rRNA, pre-mRNA, DNA
ni factores de splicing no-snRINP {proteinas
SR}. Adicionalmente se han localizado
diversas cinasas en estos cuerpos, como la
protein cinasa A, CDK7, CDK2 entre otras.
Por lo anterior no parecen ser sitios
de splicing o produccién de riboso-
mas; las evidencias muestran que los
cuerpos de Caijal juegan un papel
en el control de la produccién y o
transporte de snRNPs. En algunos



fipos celulares se. h,_dyobser,vado una aso- proveer de un mecanismo de retroali-
c;jioé'iéhivarciifr'{éti:cc i’ént}e los cuerpos de mentacidn negativa para modular [a expre-
“ Caijal y los foci de los genes del snRNA, lo sién de genes snRNA (Matera, 1998).
c‘j‘de‘ihc‘isu"gerido que estos cuerpos pueden

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

Figura 3.- Inmunolocadlizacién de compartimientos subnucleares de sintesis y maduracién del
RNA . A) nucléolo, B} Cuerpos de Cajal y C} Motas & SFCs (grdnulos intercromatinianos).
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Organizacion de los factores de
splicing (Patrones moteados o

Mientras que los mecanismos moleculares de sp//cmg (SFCs) (flg 4Ay B) |os cuales
y bioquimicos del splicing del premRNA correspondven ultraestructuralmente a los
han sido extensamente caracterizados, la . IGCsi(Spector 1993) Adicionalmente, los

organizacién subcelulcr es menos entendl- ‘ clore: de’spl;cmg estdn presentes de

ifusa.en el nucleoplasma, en
_fque corresponden a fibras peri-
'ﬂcromahmcncs cuando son observadas por
microscopla elecirénica y éstas incorporan
uridina trifiada sumamente répido (Spector
et al., 1993; Fakan, 1994).

T FALLA DE ORIGEN

Figura.- 4.- A} Inmunolocalizacién de los compartimientos de los factores de splicing,

motas o SFCs, con el anticuerpo 3C5 contra proteinas de la familia SR. B) Diagrama de
un nicleo en donde se muestran las motas.
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" que contienen una 'gr

uvdnedc:d de fac-
tores de splicing odemds de varios factores

‘de los cuales no se’ conoce su funcién
{Mintz et al,, 1999). Ademds, el pairén
moteado es un reflejo del estado constante
"de asociacién/disociacién de factores

a b

Motas

entre el nucleoplasma y las motas 6 SFCs .
(Phair y Misteli, 2000). >

Para apoyar este modelo, se ha demostra-
do que el nivel de transcripcién de una
célula causa una redistribucién de los fac-
tores de splicing en el nicleo (Spector ef
al, 1993). En una célula transcripcional-
mente activa, los genes estan asociados
con la periferia de los SFCs, el RNA es
madurado en los sitios de transcripcién y
liberado répidamente {fig. 5a}; posterior a
la inhibicién de la transcripcién, los factores
de splicing se acumulan en los SFCs vy los
genes lipicamenie se encuentran alejados
de ellos {fig. 5b}; finalmente, cuando se
provoca sobreexpresién génica en la célu-
la o los genes contienen gran cantidad de
genes que confienen intrones, pueden ser
liberados de los sitios de transcripcién .y se
mueven alrededor de los SFCs (Melcak,
2000 {fig. 5c).

(o]

Figura 5- Modelo de la dinédmica de las motas o SFCs dependiendo de la actividad trans-

cripcional de la célula. a) transcripcidn activa; b) transcripcién inactiva; ¢} sobreexpresion.
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_Después de un hfébéiéh por adenovirus, .0

" por, unc;l "ns ccién trcnsntonc con un plasmi-
: .“do que conhene una“porcién del gen de

k : a; lc dlsmbuclon y morfologfa
as ¢ :mblcn {liménez-Garcla y

stos-datos sugieren un

tomlento que regula la

R locohzocnor 'deAlc frcnscnpcuon y de los fac-
. tores de. splicing en‘respuesta a la iniciacién

de Ia ochvoaén de’ la transcripcion (Jiménez.
Gorcfa y Specfor, 1993; Misteli et al, 1997).
De hecho, ha sido demostrado que estos
procesos dependen de la presencia de los

mlrones (Hucng y Spector, 1996) y.de los
ciclos de fosfonlocnén/desfosforl|cc1én de los
factores (Misteli y Spector, 1996} (fig.6).

En contrasie, el slenciamiento de la transcrip-
cién de genes endégenos por fratamientos
con inhibidores de la transcripcidn tales
como la o-amaniling, o por microinyeccion
de oligonucledtidos contra el UT snRNA
para inhibir el splicing, causa el redondeo y
agrandamiento de las motas y la acumu-
lacién de los faclores de splicing (SFCs)
(Spector et al., 1993).

SRPKs
CLKs
PITSLRE
PIKs

Fosforilacion

/\
w_~

Desfosforilacion

PP
PP2A
PP2C

Figura 6.- Diagrama de los ciclos de fosforilacién/desfosforilacién de los dominios SR de

los factores de  splicing.
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de os' domlnlos SR.

teroccnones entre

2 ‘v:’j_hlpofosfonlcdo durcnfe lo |n|cmcuoh e hlper— ’
fosforilado durante la’ fose de el ngc' ion de o

la transcripcién. Las enzumcs q
en el procesamiento del extremo 3 y 5, se.
asocian con la forma hlperfosfonlodcu y
ambos procesos se mhlben cucmdo el CTD
se elimina o se trunccz (Cho et al., 1997).

>m
(4

Funciones de los compartimentos
de los factores de splicing (SFCs)

Una de las funciones que ha quedado
clara desde que se conoce la comparta-
mentalizacion de los factores de madu-
racién del preemRNA, es que estos compar-
timientos funcionan como medio o mecanis-
mo para contolar la concentracién de fac-
tores de splicing en el nucleoplasma y por
lo tanto los sitios de transcripcidn y splicing.
Balanceando la concentracién de estos
factores, se puede contribuir a optimizar la
eficiencia del splicing in vivo (fig. 7a). Una
segunda posibilidad es el reciclamiento o
reactivacién de los factores de splicing; los
factores de splicing tienen una vida media
larga y solo del 10 al 20% de cualquiera
de los factores de splicing es utilizado en
la reaccién de splicing (Misteli unpublished
in Misteli, T. 2000) (fig. 7b), por lo tanto
cada molécula participa en muchas reac-
ciones de splicing durante su vida media y
pueden ser recicladas. Lo anterior concuer-
da con el hecho de que el reciclamiento
involucra ciclos de fosforilacion reversible,
la cual fiene lugar en los SFCs. La tercera

>
[

Figura 7- Esquema de las funciones propuestas para las motas (SFCs). De Misteli 2000.
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funcnén n'donde Ios molas 6 SFCs estdn
mvolucrcdcs es en'la regulacién de las pro-
porciones de los factores de splicing {fig.
'7c) y finalmente estarian participando en el
ensamblaje de la maquinaria de transcrip-
cion y/o procesamiento del RNA (fig. 7d).:

“Un punto para ser posteriormente reflexion-

ado y probadoes el siguiente, las’ tecnicos
de‘microscopla electrénica; revelon ‘que las’
: motas o SFCs cons:sten e' cumulos de G,

‘por analogia con los
grénulo representa un

24

procesamiento del RNA (Gall ‘et al,,-1999):

Hasta ahora, muchos estudios de la organi-
zacién dindmica de los factores de splicing
han sido realizados en lineas celulares en cul-
tivo. En el presente trabajo estudiamos la dis-
tribucién de los factores de splicing en células
diferenciadas presentes en varios tejidos de
rata, que despliegan programas transcrip-
cionales diferentes. Estudiamos la presencia
de los patrones moteados (motas o SFCs) en
distintos lipos celulares. Adicionalmente moni-
toreamos las variaciones en este patrén como
consecuencia de una variacién ciclica en la
transcripcién como resultado de la disponibili-
dad de hormonas, o por las variaciones
inducidas experimentalmente controlando la
accién de las hormonas sobre disfintos tipos
celulares de dtero de rata.




Objetivos

OBJETIVO GENERAL

Conocer la organizacién intranuclear de los facrores de sp//cmg del RNA pre—mensolero
no-snRNPs, en diferentes tipos celulares diferenciados y conocer si su dlstrlbumén comblo L
dependiendo del estado transcripcional. oY

Objetivos Particulares

* Conocer la organizacién de los factores de splicing no - snRNPs en diferentes tipos celu-
lares de rata Sprague-Dawley.

* Analizar la distribucién de los factores de splicing no-snRNPs en células sometidas a
CmeIOS hormonoles cfcllcos, como epitelio luminal, glandular y miometrio de Gtero de rata
Ids‘cuctro efapas del ciclo estral.

e Estudiar la distribucién.de faciores de splicing no - snRNPs en células de epitelio luminal,

glandular y mlorhelrlo.‘de uléro de rata Sprague-Dawley ovaricectomizada y somelidas a

tratamientos hormoncles con 178 estradiol.
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Metodologia

Animales

Muestras de tejido pancredtico, hepdtico,
pulmonar e intestinal se obtuvieron de seis
ratas macho adultas de 200 a 250 gr.
Las muestras fueron procesadas por técni-
cas histolégicas estdndar, obteniendose
 finalmente cortes de 3 um para

inmunofluorescencia {diagrama de flujo 1).

los cortes fueron montados en portaobje-
tos cubiertos con poli-L-lisina al 10%.
Adicionalmente se ufilizaron 28 ratas hem-
bras virgenes de 200 a 250 ¢ las cuales’
fieron mantenidas en condiciones: gtd'n- :

dar con libre acceso al alimen

(tabla 4).
"~ Tabla 4 - -
. i,en eI estudlo

N Etapa del cuclo estrol
5 Proestro (13 hrs)

5 Estro (13 hrs
‘5 Diestro | {13- hrs)

-5 Diestro 1l (13 hrs) =
N Ovcmoectomlzcdcs 21 dias
3 Tratadas con vehiculo
5
28

cntes del socnflao
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Mediante un frotis vaginal a las 13 hrs.
del diq, fue determinada cada etapa
del ciclo estral. Posteriormente 20 ani-
males, cinco de cada etapa del ciclo
esiral {proestro, esiro, diestro 1y diestro
1) fueron anestesia-das con pentobarbi-
tal sédico para poder redlizar la disec-
cién de los Gteros derecho e izquierdo
también a las 13 horas del dia.

Para estudiar las variaciones bajo dife-
rentes condiciones hormonales, 8 ratas
fueron anestesiadas con pentobarbital

condicones de los animales utilizados

Tratadas con ‘'una dosis tnica de 4 pg de 17 B estradiol 30 min



“restantes se’|e cphcé; trcpentoneal

- mente-una dosis"Gnica de 4pg de 17-B.

: '”iestrcdlol por cada 100 gr de peso cor-
poral del animal. 30 minutos después de
dicha aplicacién se realizé la deco-

c m{a‘Bﬂd—"-ﬁ--w

‘seiprocedié a dise-
eétrds obtenidos de

(dlogromo de’ HU|o 1). Posteriormente se
realizaron cortes histolégicos de 3um
de grosor para efectuar los ensayos de
inmunofluorescencia.

Inmunofluorescencia

Las muestras de tejido utilizadas en este
estudio, fueron desparafinadas y
rehidraladas hasta TBST. Posteriormente se
aplicé un procedlmlento de recuperacion
‘temosc K (Proteinasa K
’akvo 53020} por 5 minu-
tos Q. temperqturc om'blenle Los tepdos

antigénica con pi

lista para usarse,

(Turner y Franchi, 1987; donado por el Dr.
Spector, Cold Spring Harbor Laboratory),
las muestras fueron posteriormente
incubadas con anti IgG acoplado a fluo-
resceina como anticuerpo secundario dilui-
do 1:20 en TBST {Jakson Immuno Research
laboratories, Inc 41845} por hora y media
a temperatura ambiente en completa
obscuridad. Las muestras fueron montadas
con un medio de montaje especial para
fluorescencia {DAKO)(diagrama de flujo 2}.
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Diagrama de flujo 1.- Protocolo para la técnica histolégica

Obtencién de las muestras

Fijacion en paraformaldehido ol 4%

|

Deshidratar
_ PBS 2X 10 min ta,
Alcohol 30°, 15 min ta.
. Alcohol 40°, 15 min fa..
' Alcohol 50°, 15 minta.

. Alcohol absoluto (1) 15 min b |
Alcohol absoluto (1) 45 minta. -

Xilol 45 min

Parafina 1 h

!

Preinclusién en paraplast
toda la noche

Inclusion en paraplast
Realizar cortes de 3 wm

Montar los cortes en portaobjetos cubiertos con Poli -Lising




Diagrama de flujo 1.- Protocolo para Inmunofluorescencia

Desparafinar los cortes 15' a 60°C,
Xilol 5 min ta.

Hidratar
Alcohol absoluto, 2 X-5 min ta..
Alcohol 96°, 2 X 5 minta; -
© Alcohol-50°, 2 X5 minta.:
TBST 2X 10 min ta.

Recupekocién anligénicd
Proteinasa K, Sminta-
Enjuagar
TBST-2X Smin tcx.. s

Bloquear
]O mm a 37°C

- Decontorﬁ(yocidmiento), o

lncubocuén con el onhcuerpo pnmcno monocloncl 3C5
_-anti SR dllUClén] 200
24 he ata en cdmoro humeda ‘

: a_;Eniqu'c:r:IBSTQX‘Smin ta

Incubacion con el anticuerpo secundario IgGF 1:20
-+ 1.5 h ata, en obscuridad

Enjuagar TBST 2X 5 min ta
Montar

Nota: Todos los enjuagues fueron realizados tanto por inmersion como por chorreo
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: v_reahzcr' la"coleccion de los cortes Spticos
- se utilizé el ob|ehvo 64X con un factor de
cmphﬁcocuén de 4.68, para lograr imé-

Andlisis Cuantitativo de la forma
de las motas

Para cuantificar la forma de las motas, se
utilizé el criterio de circularidad (FC). Este
factor de circularidad estd definido por C =
4anA/ P* donde:
A = drea
P = perimetro de la regién de interés.
Para circulos confinuos se tiene A=mr? y
P=2mr (r es el radio del circulo), entonces
FC estd dado por C=1. Para clrculos en
imégenes digitales esto no es siempre ver-
~ dadero. Para este tipo de circulos y tenien-
~doun buen clgontmo que calcule estos
L dos pordmetros (A yP), el FC esta entre O
v O<C<1) Poro calcular el factor de cir-

culcndcd dke las motas, se desarrollé un
:clgontmq ‘obusto con respecto al cdlculo

 del per{rﬁetro y drea que define a la mota.
v«f".EI clgornmo fué escrito en IDL, en una
estacién de trabajo Indigo Il de Silicon
Graphics, para lo cudl, se definié el término
vecindad de un pixel.

30

genés a SOOX El procesamiento de las

imagenes fue generado a partir de la

- coleccién de cortes épticos de 100 nm a

lo largo de 3 pm. Las secuencias obtenidas
fueron analizadas, reconstruidas tridimen-
sionalmente y modeladas utilizando los soft-
ware IPlab, MED-X y T3D respectivamente
para el microscopio Nikon y Pascal para el
microscopio Zeiss.

Sea | una imagen binarizada, formada de
O'sy 1's, y sea un pixel p contenido en la
imagen | y cuyas coordenadas son (x,y).
Definimos la vecindad 4-vecinos de p
(V4(p)) como aquellos pixeles cuyas coor-
denadas son (x+1,y), (x-1y) (xy-1}, {xy+1).

El algoritmo estd formado de 3 etapas de
procesamiento, en la primer etapa se deter-
mina el contorno, en la segunda el
perimetro y en la etapa final el drea de la
mota. El contorno determina la regién de
interés y no interés en el caso particular la
mota y el fondo; habiendo determinado el
contorno, se calcula el perimetro de la si-
guiente manera: se suman los segmentos
de linea entre los centros de los pixeles del
contorno sucesivamente que son 4-vecinos
al fondo, es decir se toman los pixeles del
contorno cuya 4-vecindad de un pixel de
borde tiene al menos un pixel que esta en
el fondo, esta suma determina con buena
aproximacién el perimetro. Después, se cal-



cula el dreq; contando los pixeles que
estdn dentro del contomo que define la
mota. Para terminar, el algoritmo fue proba-
do en imagenes digitales conteniendo for-
mas de circulos y de ofras formas obtenien-
do una validacién aceptable para este fipo
de imd&genes. Posteriormente se aplico el

algoritmo @ 100 nucleos de cada uno de
los ensayos. El procedimiento fue segmen-
tar cada una de las motas contenidas en
|00 nucleos, de cada uno de los ensayos,
los valores obtenidos se obtuvieron el
promedio y desviacién estandar.

Resultadosy
Discusion

Los patrones moteados (Speckles o
SCFs) estan presentes en células diferen-
ciadas de diversos érganos y en varios
tipos celulares de un mismo érgano.

Para probar si el patrén moteado descrito
para células en cultivo estd también presen-
te en células diferenciadas de diversos teji-
dos, disefiamos estudios de inmunofluores-
cencia para detectar factores de splicing
del RNA pre - mensajero (proteinas SR} con
el anticuerpo monoclonal 3C5. El patrén
moteado intranuclear es observado en
todos los tipos celulares analizados es
decir, hepatocitos, células B pancredticas,
células epiteliales de intestino, epitelio bron-

quial y tres tipos celulares de dtero (epitelio
luminal, glandular y miometrio), similar a lo
observado en células en cultivo. No
obstante el nimero y la forma de las motas
varfa dependiendo del tipo celular {Tabla 5).
Los hepatocitos presentan de 6 a14 motas
con un valor promedio de circularidad
{MC] de 0.581167 {Figs. 8,16), mientras
que los nicleos de las células B contienen
entre 5 al2 motas, con medida de circulari-
dad promedio de 0.479584 (Figs. ¢,17).
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Figura 8.- A) Corte dptico obtenido por microscopia confocal de una inmunoflourescencia con
el anficuerpo 3CS5 contra proteinas SR en higado de rata, en donde se observa el patrén
moteado infranuclear. B} Distribucién espacial de los factores de splicing no-snRNPs en motas

o SFCs {flechas). Se observa el tipico patrén moteado, la fraccién difusa es muy conspicua
{cabeza de flecha). Reconstruccidn del nicleo de hepatocito. (n) nucléclo. Barra 15 pum.
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Figura @- A} Corte éptico de pdncreas de rata, obtenido por microscopia confocal de una
inmunoflourescencia con el anticuerpo 3C5 contra proteinas SR , en donde se observa el
patrén moteado infranuclear. B} Reconstruccién de un nicleo de célula 5 en donde se
observa la distribucién espacial de los factores de splicing no-snRNPs en motas o SFCs |fle-
chas). Se observa también la fraccién difusa {cabeza de flecha). Barra 15 um.
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Tabla 5.- Caracteristicas de las motas (SFCs) de varios tipos celulares

Tabla 5.- Caracteristicas de las motas (SFCs) de varios tipos celulares

Forma de los motas [MC)

Tipo celular Nomero de motas
Célula B pancredtica 6-14 0.581167
Hepatocitos 5-12 0.479584
L utRRO P I . P DI -
2 - 3 grandes 14-19 0.512963 0.799547
Célula de epitelio luminal @ - 25 chicas '
Célula de epitelio glandular 6-23 4-21 0.456616 0.824835
Miometrio Q-16 3-6 0.457182 0.834037

MC = Medida de circularidad

Como se puede cbservar en la figura 10,
en fres tipos de epitelio, A} epitelio intesti-
nal, B) bronquial y C) endometrial, también
se presenta el patrén moteado. El patidn es
diferente en cada uno de los epitelios.

Hemos demostrado que los factores de
sp/ic/'hg se distribuyen en un patrén motea-
do dentro del nicleo de células diferen-
ciadas de diferentes tejidos, similar a lo
observado en células en cultivo. Sin embar-
go, estos patrones muestran diferencias en
némero, forma y distribucién. Hepatocitos,
células B3, varios epitelios (intestino delga-
do, luminal y glandular uterino y bronquial),
asf como miometrio contienen un patrén
moteado diferente uno de ofro. Estudios
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previos en células de mamifero en cultivo
han demostrado que los factores de spli-
cing se localizan en dominios moteados o
SFCs (ver Spector, 1993; Sleeman y
Lamond, 1999, Misteli, 2000). Estos domi-
nios son altamente dindmicos y participan
en la coordinacién de la transcripcion y
splicing.

Para andlizar si los patrones moteados
estdan presentes en varios tipos celulares
dentro de un mismo &rgano, seccionamos
Uteros de rata y disefiamos estudios de
inmunofluorescencia con el anticuerpo
3CS5. Enlas figuras 12, 20, 21 y 22 se
observa que el patrén moteado estd presen-
te en el nicleo de tres tipos celulares de
Utero, y son dife-rentes uno de ofro.



De hecho, los diferentes fipos celulares
pueden ser distinguidos en la imagen de
fluorescencia. Claramente se define el
epitelio luminal y glandular, asi como el
miometrio. El andlisis cuantitativo que
evalva las caracteristicas del patrén, como
son forma y nimero de las motas, se mues-
tra en la tabla 5.

Estudios previos en células de mamifero en
cultivo han demostrado que los factores de
splicing del pre mRNA estdn presentes en
dominios moteados o SFCs (ver Spector,
1993; Sleeman and Lamond, 1999; Misteli,
2000). Estos dominios son comparlimientos
altamente dindmicos, los cuales parlicipan en
la coordinacién de la transcripcién y el splic-
ing. Ha sido observado in vivo que estos fac-
tores son reclutados de los SFCs a los sitios
de transcripcién. Esto sugiere que una de las
funciones de los SFCs es el almacenar los
componentes de la maquinaria de splicing, lo
cual a su vez es evidencia que apoya el
modelo de que los factores de splicing son
reclutados de los dominios moteados o SFCs
hacia los sitios de franscripcion activa (ver
Misteli et al., 1997) en un proceso depen-
diente de la presencia de intrones (Phelan et
al., 1993; Huang and Spector, 1996).

Figura 10.- Cortes &pticos de tres tipos de
epitelio de rata A} intestinal, B) bronquial y
C) endometrial, obtenidos por microscopia
confocal. Inmunomarcaje con el anticuer-
po 3C5 contra proteinas SR, en donde se
observa la distibucién de los factores de
splicing del premRNA {flechas)
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S :‘f’trqﬁsc‘:npc, nal "'er Speétor et a/ 1993),

" 2) apesarde la alia movilidad de las pro-
‘ : te(nos nucleares, el patrén moleado se
s monhene (Mlstell et al, 1997; Phair y

Mlsteln, 2000}, y 3] que existe evidencia

. ‘de la existencia del patrén moteado en

. células de higado de ratén (Mintz et al.,
1999} incita a explorar si en diferentes
fipos celulares de tejidos en un organismo
despliegon un pqtrén,cqracterfstico. Es
. conocido que todas las células en un tejido
fienen un programc trcnscnpcnonol similar
(Potten, 1997) que es adquirido durante la
expresodo durante su

dlferenaocnén
‘ Por. Io tanto, es posible
do se defina depen-

; do’ m trcmscrlpcnonol final en
un tepdo especrhco Enel presente trabajo
‘mostramos de hecho que este puede ser el
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caso. Primero, todas las células estudiadas
tienen patrén moteado y segundo, un estu-
dio cuantitativo de los diferentes patrones
moteados indican diferencias en el nimero
y la forma de las motas. Nuesira hipdtesis
es que los diferentes paitrones son obtenidos
durante la diferenciacién desde etapas
muy tempranas del desarrollo ontogenético.
Estudios previos muestran que en estadios
embrionarios tempranos (estadio de 2 célu-
las), en ambos pronicleos aparentemente
existe un arreglo similar de los factores de
splicing a manera de puntitos discretos
{Ferreira y Carmo-Fonseca, 1996). Mas
recientemente (Pena et al, 2001), han
demostrado que en las neuronas del ganglio
trigeminal también se observa un patrdn
moteado usando anticuerpos anti-snRNPs. Por
lo tanto nuestros resullados estén de acuerdo
en la existencia de los patrones moteados en
varios tipos celulares y que las diferencias
entre los patrones pueden ser detectadas.



Los patrones moteados (speckles o SFCs) varian en el nicleo de células
de epitelio luminal de Gtero en diferentes etapas del ciclo estral

En el dtero (fig. 11}, el epitelio luminal y
glandular, ast como el miometrio presentan
patrén moteado {fig. 12 y 13}, en cortes
oplicos y en reconsiruccién de una secuen-
cia de cortes. Para analizar si este patrén
varfa en distintos estados de actividad trans-

cripcional en células presentes en tejido,
estudiamos los cambios ocurridos duranie
el ciclo estral, en donde la transcripcién
normalmente varia en respuesta al estimulo
de varias hormonas, incluyendo el estradiol.

Fig 11.- Corte transversal de Otero de rata en donde se obser-

van los tres tipos celulares: epitelios luminal (EL), epitelio glan-
dular (EG) y miometrio (M). Hematoxilina-Eosina, 40 X.
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Figura 12.- Corte &plico de Gtero de rata obtenido por microscopfa confocal.
Inmunomarcaje con el anticuerpo 3C5 contra proteinas SR. Epitelio luminal {flecha
pequeial), epitelio glandular (flecha grande.) y miometrio {cabeza de flecha), mostrando el
patrén moteado intranuclear. Barra corresponde a 40 pum.

Figura 13.- Reconstruccién tridimensional de dtero de rata, obtenida por microscopia confo-
cal. Se observa la distribucion de los factores de splicing del RNA pre mensajero dentro del
nucleoplasma. Epitelio luminal {flecha pequea), epitelio glandular (flecha grande.} y
miometrio {cabeza de flecha). Barra 40pum.
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En proestro cucndo la concentrocnén hor- presentandose de_ 14 a 2‘? motas esfencos
monol en songre es alla; lcs molds son irre— las cuales son homogeneos tht tamafio y

forma {MC= 0.512963) jz muy numeroscs cofmo,.en Ig etapd de’
=/, proestro. En el nucleoplaiia la frdccuon
difusa no estd presente (fig. ]4)

ras que ‘son muy redondeadas (MC =
:O 799547) durante el diestro 1, cuando las
lconcentrGCIones de estradiol estdn en su L -
-valor mds bajo. En proestro observamos de . Observamos los mismos comblos en eI
2a3 motas grondes y de @ a 25 motas ' epneho glandular, (proestro L
MC==O 456616 ‘diesiro I

>

pequerias, las cuales son heterogéneas en * .
su forma; en el nucleoplasma, una fraccion
difusa-es observada. Las motas pueden ser."

rdesde tnangulores hasta: d yalquier otrc ‘ 0. 834037) es decir, Ics morcs son |rregu-

Pnc s

lares en su forma en proesiro y esféricas en
Diestro | (fig. 14 y grdfica ).
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Figura 14.- Corte &ptico posterior a una inmunofluorescencia con el anticuerpo 3C5 anti-
proteinas SR en dtero de rata durante diferentes etapas del ciclo estral. En proestro células
de epitelio luminal, glandular y miometrio muestran un patrén con motas de forma irregular
(flechas) (MC=0.5). Durante diestro |, los tres tipos celulares muestran un patrén en donde

las motas son redondeadas (flechas} (MC=0.8). Barra 10 pum.
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Grdfica 1. Factor de forma de las motas en distintas condiciones hormonales, correspon-
: dientes a distintas etapas del ciclo estral, en donde se observa que la forma de las motas
. de las células uterinas correspondientes a la etapa de proestro tienen valores de circulari-
dad alejados de uno (motas irregulares), mientras que en Diestro |, los valores de MC estan
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muy cercanos a uno (motas redondeadas).




El patrén moteado (speckles o SFCs) varia en células uterinas después
de la castracién y de la inyeccion de estradiol

Para observar si los cambios en los
patrones moteados se deben a la accién
de horrﬁéhas especificas presentes a lo
largo. del c1clo estral, evaluamos la

. vanccxén
s eplteho l

mos, la dlstnbumon ,de los factores de spli-
cing en el nucleoplcsma de Ios célulos de

rd una Froccton difusa

tos préximos a la
}hormonc.

mo:lo observodo durante el ciclo estral,
Ios cé ulas del epitelio glandular y el
’ f’f'»‘mlometno uterino también muestran varia-
_ ciones similares. En los organismos castra-
~dos, en el epitelio glandular las motas son
redondas (MC=0.894769) y recobran su
forma irregular (MC=0.699574) después
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de 30 minutos de la administracién del
178 estradiol. En el caso del miometrio,
después de la castracion el valor de circu-
laridad promedio es de 0.879004 vy
después de la administracién del esiradiol
es de MC=0.468323 (fig. 15 y grdfica 2).

Nosotros mostramos que el patrén moteao-
do en las células de epitelio luminal de
tero de rata cambia debido a modifica-
ciones en la transcripcién por accién hor-
monal, similar a lo ocurrido en células en
cultivo en diferentes condiciones experimen-
tales en donde la actividad transcripcional
es modificada. Las células uterinas son
blanco de la accién de hormonas ovéricas.
Se sabe que los eslrdgenos juegan un
papel muy importante en la sincronizacién
de multiples eventos celulares e induce la
expresion de RNAm de genes especfficos
{Spormitz et al., 1994; Tomomi et al., 1997)

Primero, probamos que existe una variacién
el patrén moteado durante el ciclo estral.
En ratas, asi como en otros vertebrados, el
epitelio luminal uterino se encuentran bajo
el estimulo de diferentes niveles de hor-
mona a lo largo de las etapas del ciclo
estral (Anderson et al.,, 1975; Paris et al.,
1984; Rambo y Szego, 1983; Tachi, 1984,
Vazquez Nin et al, 1978, 1979,1991;
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Figura 15.- Corte dptico después de una inmunofluorescencia contra proteinas SR en dtero
de ratas castradas y tratadas con 175 estradiol. Poslerior a la casiracién la distribucion de
los factores de splicing en epitelio luminal, glandular, asi como en miometrio es en motas
sumamente redondeadas {flechas) (MC=0.9). Después de 30 minutos del tratamiento hor-
monal, las motas recobran su forma irregular (flechas) (MC=0.5} y el nucleoplasma muestra

tincién difusa. Barra 10 um.
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Grdfica 2. - Factor de forma de motas o (SFCs) en distintas condiciones hormonales, en
donde se observa que la forma de las motas de las células uterinas de ratas tratadas con
hormonaq, tienen valores de circularidad alejados a uno {motas irregulares), mientras que en
las ovarioectomizadas tienden a valores de circularidad, tienen valores de MC cercanos

a uno {motas redondeadas).
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; ,lor en »c: etapa de'proeslro las caracteristi-
cos de Ics motos ciclan de acuerdo al esto-
= do tronscncpcmnol de las etapas de ciclo
' estrol. - :

Segundo, poro conﬁrmor experimental-

‘mente ¢ que la vancc:ones en patron motea-
,do observadosdurante el cnclo esirol son

}frcnsr'cnpaéyn‘, por hormonas, inyectamos
na:-dosis de .17-B estradiol, que es una

. forma altamente soluble del estradiol y
analizamos el patrén moteado en las célu-

_-las epiteliales luminales de dtero. Los fac-
. tores de splicing recuperan rapidamente
{30 minutos después de la administracién

de la hormonal) su distribucién en motas

Jirregulares y con una fraccién difusa muy

conspicua. Nuevamente, esta recuperacién
del patrén es paralela a la ocurrida
durante la etapa de proestro. Es sabido
que la transcripcién es inducida rapida-
menie después de aplicar una inyeccién
infraperitoneal de hormona en ratas
castradas (Vdzquez Nin et al, 1979). Es
interesante notar que en el dtero, el epitelio
glandular y células del miometrio también
muestran la misma variacién del patrén
intranuclear de los factores de splicing, es
decir, las motas {SFCs) son redondas
durante diestro | y en ratas casiradas v, ellas
recobran su forma irregular durante proestro
y después de la eslimulacién hormonal. Una
explicacién para estas observcmones es
que los tres tipos celulares, eplteho luminal,
glandular y miometrio son blanco de la
accién de los estrégenos. Trcnbcqos previos
han sugerido que no solo las células de
epitelio luminal responden a dicho estimulo,
sino también las del epitelio glandular
(Williams y Rogers 1980). Ademds, una
accién postranscripcional de los estrégenos
ha sido documentada y receptores hor-
monales han sido encontrados en los fres
fipos celulares (Vazquez-Nin et al, 1991).
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Modelaje de los patrones moteados
intranucleares (SFCs) de distintos tipos
celulares. [istereoimdgenes
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Figura 16.- Hepatocito

Figura 17- Célula B pancredtica
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Figura 18.- Epitelio Bronquial

Figura 19.- Epitelio Inteslinal
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Figura 20- Epitelio luminal de dtero. A) Proestro, B) Diestro |
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Figura 21- Epitelio glandular de Gtero. A) Proestro, B} Diestro |



Figura 22- Miometrio de ttero. A) Proestro, B) Diestro |
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(onclusiones

Los resultados obtenidos en el presente estudio conducen a las siguientes conclusiones:

osnRNPs en células diferenciadas de tejidos se organizan en
similar a lo observado en células en cultivo. La distribucién del

- los Foclore d
f’motas (SFCs)f
-pctron moteodo»varrqdependlendo del tipo celular, lo que sugiere que depende de su pro-

B grcmc: transcrlpcuoncl flncl

- En células de epitelio luminal uterino, el patrén moteado varia dependiendo de la activi-
dad transcripcional, en respuesta al estimulo hormonal ciclico fisiolégico o natural a través
de las etapas del ciclo estral, asi como en respuesta a tratamientos hormonales (castracién
y administracién de 175 estradiol)

~'En epitelio glandulor y miometrio de Utero, los factores de splicing se organizan de la
misma manera que en Ias célulos lumlncles y responden de manera similar al estado trans-

vestro resultcdos sustentan el modelo del reclutamiento de los factores de splicing,
dependlente de la aclividad transcripcional propuesto para células en cultivo.

- DéBido a que los factores de splicing estan distribuidos en patrones moteados en varios teji-
dos de ratq, incluyendo epitelio luminal de dtero, y ademas estos patrones son modificados
por accién hormonal, varias preguntas quedan planteadas, como por ejemplo; 3Cémo es
adquirido el patrén moleado durante la diferenciacion celulare.
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Perspectivas

Los resultados presentados en este estudio’ demuestmn que la:organizacién in sifu de Ios
factores de splicing que no formon snRNIPs: enun pctron moteado en las células diferencio-

das de diversos tejidos demamffero_ e lmllcr alo reportado previamente en células en

cultivo. Lo anterior plantea énto r una exploracién de dicha organizacién en

‘células de distintos érgdnqs‘d ' tanto vertebrados (peces, anfibios, reptiles y

aves) como invertebrad ionalmente, se propone analizar los cambios en el
patrén moteado en dlshntos tejidos de mamiferos en condicones patoldgicas, por ejemplo

en la Diabétes Mellitus

La confirmacién experimental presentada en este estudio, en el sentido de que la mor-
. fologfa de las motas dentro del patrén moteado cambia dependiendo de la actividad
__transcripcional de la célula, abre la posibilidad de analizar dicho patrén de acuerdo a la
funcién de la cglula diferenciada, ya que ésta condicion refleja el programa final de trans-
cripcién. Por ello, se podria estudiar si las caracteristicas de los patrones son especificas
: 'p;ﬁrc cada tipo celular y reflejan estados de actividad de expresién génica propios.

';;T-De ocuerdo a los resultados. obfenldos v a evidencias adicionales, surge la hipdtesis de que
los patrones morecdos son adqumdos durante elapas tempranas del desarrollo del organis-
i mo, por lo que se proponé enhhcor en que momento se establece la organizacién de los

inios nucleares “motas”; analizando células de embriones en
“Una vez establecida la gdstrula, se podrian rastrear lineas

: celulcres derlvado s.capas blastodérmicas (endodermo, ectodermo y mesoder-

mo) hasta la dlyferenc‘idéiéh‘gdel tejido.

Todo lo anterior contribuir& a conocer y por lo tanto entender desde un punto de vista inte-
gral y dentro de un contexto evolutivo, el significado de la compartamentalizacion del pro-
ceso de splicing del preemRNA dentro del nicleo celular.
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TITLE: Ccllular Organization of pre-mRNA Splicing Factors in Several Tissues. Changes in

the Uterus by Hormone Action

AUTHORS: Geceorge-Tellez R, Scgura-Valdez ML, Gonzalez-Santos L, Jimenez-Garcia LF

19 pages (32 Ref), 6 Fig

The Ms of George-Tellez and col deals with the dynamic and distribution pattern of
splicing factor domuins, speckies, in relation to transcription rates in a wide variety of
materials using immufluorescence assays and CLSM. This is a relevant topic, the paper
is well planncd and contains interesting results about the changes that are undergone in
the SFCs domains. The list of references is well documented. Then the paper in my
opinion can be accepted for publication in Biology of the Cell but some revision should
be made before publication.

In gencral the images arc of quite good quality reflecting the results described.
However Figs 1C and 1D, should be trcated in another way to obtain better
resolution because the pixels are too prominent; also decrcasing the
magnification in the printed pictures as well as the contrast, will help.

The contents of the ms are interesting and well written but the english needs to
have a sligth revision as is indicated in page 2. The rest of the text should be
revised in similar manner. Some terms c.g.”rounded”to described the shape of
the speckels arc not adequatc.

The paper merits publication but I suggest theese comments are taking into account
which will improve the understanding of this Ms.
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SUMMARY

nuclear domains known as -

In the mammalian cell nu leqé’,‘ys‘b;l'ic‘ixigﬂ"fac'tdrs"' _re"'d';s:t’;b_u't din

speckles or splicing faétbxj dbmpartlﬁent (SFCs). In'cultured cells; the

ng activities.;:We used nofl

and reflect transcriptional and splic

- to monitor whether splicing

- Speckled patterns are 6bserved inrat ﬁepatocytes B-cell

three cell types of the uterus. M

-vary among them. Ini addition, w

. patterns'are_presgx)tkm,varxous,cells‘typ‘es‘i:n' differentiated tissues and that these patterns change

in the uterus depending upon the presence or absence of hormones such as estradiol.

Key words. Splicing factors, cell nucleus, speckles, hormone, uterus,
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INTRODUCTION

Pre-mRNA splicing isa predommantly co- transcnptlonal event (Beyer and Oshelm ‘1988;

Bauren and Wreslander 1994 Neugebauer and Roth 99 which involves'a rge'.number of

e nucleoplasm, in structures that correspond 10 perlchromatm

ron mrcroscopy and that incorporate tritiated urldme very raprdly

1994)

e coordination of transcription and spl‘icing‘ proposes that splicing factors

re in'vol\"/ed in this mechanism through
; tch f serme/threomne resrdues‘ (Mlstelr et al 1997) which are phophorylated by
' spec1ﬁc kmases such as SRPKs, CLKs, PITSLRE, PIKs or dephosphorylated by phosphatases

| ff.hke PPI PP2A, PP2C (see Misteli, 2000).
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In th:s context a proposed functxon for speckles or SFCs 1s that they act as assembly sxtes of the :

: transcrxptlon/processmg machmery, altl ‘ugh they also may regulate recyclmg concentratlon orf

"iratlo of sphcmg factors/In'addition;"an aspect that is*being explored.is the mecham

these nuclear compartments ‘are maintained.: [t has been suggested that speckled pattern is a

ithin them (Spector et al., 1993).
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Ulltll now, most studles on the dynamlc orgamzatlon of spllcmg factors have been made usmg ,'"




MATERIALS AND METHODS

Animals

Samples from pancreatic, lung, intestine and hepatic tiSsue were taken frorn six male 'rats. The

samples were fixed with freshly prepared ‘4‘V : paraformald hyde in PBS (Phosphate Buffered

Saline), pH 7.4 for 15,

‘were ﬁxed 30 min after the treatment.
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Immunofluorescence
The tissue samples utilized in this study were deparaﬁmzed and rehydrated. They were

mantained in TBST (TRIS- Buffered Salme w1th Tween 20). Afterwards a procedure of antigenic

recovery was performed with ' p’rotemase’tK (Protéinase K ready to use, Dako 53020) for 5

minutes at room temperature. Then, two rinses'of 5 min eech with TBST were performed and




tissues were mcubated w1th the 3CS5 prlmary monoclonal antlbody agamst protems of' the SR

famlly at a dxlutlon of l 20 for 24 hrs at 4° C -

;es, 'th'e séniples wefe incubated with anti IgG secondary

unoResearch Laboratories, Inc 41845) diluted 1: 20 in

' PBS for one and a ‘half hours at room temperature Subsequently, the samples were rinsed 3

e e txmes at,5 min each with TBST,' and then mounted in an aqueous medium. The samples were

‘analyzed with a Zeiss epifluorescence microscope and pictures were taken with a confocal

microscope.

Confocal Laser Scanning Microscopy

Immunolabeled samples were analyzed usipg a Niken' PCM 2\(‘)“00'pr a Zeiss 510 confocal laser-

scanning microscope. For three dimensional reconstruction:and modeling, 100 nm optical

sections were generated. Sections were then ahélyded' émd images were produced by using Iplab,

med-x, and t3d software from Nikon and the software Pascal from Zeiss microscopes.

Speckle Shape Quantitative Analysis

In order to quantitatively determine the shape of the speckles, a computer program was designed ;
to evaluate the circularity (MC) of each speckle, that is, how close to a cncle a speckle shape is..
This measure is defined by a 4nA/P2 functlon, were A is the area of the region of i mterest and P is
the region perimeter. For a circle, MC=1. Therefore, the MC for any region shape is 0< MC < 1

100 digital images for each assay were analyzed.



RESULTS

Speckled patterns are present in several differentiated cells from different organs
To test if the speckled pattern described for culture cells is also present in differentiated
cells in a variety of tissues, we perform immunofluorescence studies by detecting the SR

family of sphcmg factors with the monoclonal antxbody 3Cs. Intranuclear speckled

patterns are observed m all cell types analy7ed 1 e, hepatocytes and [3 cells (leg 1),

he uterus

and epithelia, and miometri 3):The numt ape of the

o f:the pancreas contam between 5 t012 speckles, with measures of circularity (MC) of an

'average value of 0. 479584

Speckled patterns are present in several differentiated cells from the same organ

To analyze if speckled patterns are present in several cell types within the same organ, we
sectioned several rat uteri and performed immunofluorescence studies with the 3C5
antibody. Fig. 3 shows that speckled patterns are present in the nuclei of every cell type in

» the organ and that they seem to be morphologtcally dlfferent from each other. In fact, the

ge clearly defining the

aly51s evaluating the




Speckled pattern varies in epithelial cell nuclei at different stages of the estrus cycle
In the uterus, luminal and gland epithelia as well as muscle cells present speckled patterns (Fig. -

3). To analyze if the pattern varies at different transcriptional stages in cells present in tissues, we

studied the th“anges'pjr 'd,uée'd i ial cells during the estr'ué éyclg," wh :




Speckled pattern varies in uterine cells after castration and injection of estradiol
To see if the changes in speckled patterns were due to the action of specific hormones,
occurring during estrus cycle, we evaluated the speckled pattern variations in luminal

epithelial cells after castratxon and injection of estradiol. Fig. 6 shows that 21 days after

castratlon of the rats sphcmg factors dlstnbutlon in eplthehal cell nuclei are 31m11ar to’

rounded'(MC—O 894769) speckles. o

?(MC"O 470394) and the nucleoplasm shows dlffuse stammg wnhm 30 mmutes (F 1gs SB

’ 6).

Also throughout the estrus cycle, gland epithelial and muscle cells also show SImllar varlatxons o

(Fig. 6). After castration speckles in gland epithelial cell nucle1 are spher1ca1 (MC 0 873050) and

recover the irregular shape (MC—O 699574) after the estradlol m_]ecn In muscle »ce__lls‘,' after o o

castration, MC=0.879004 and after the estradtol anECtIOH MC O : 68323




DISCUSSION
Speckled patterns are present in differentiated cells of different tissucs
We have shown that splicing factors are distributed in speckled patterns within the nuclei "clf’

differentiated cells from dlffelent ussues sxmllal to what is observed i in cultuxed cells These

patterns however, show dlfferences m number shape and distribution of speckles or SFCs

ra pi vlellal (small intestine, uterine gland, bronchial) and muscle cells

Hepatocytes, [3 ells se

: "‘.»and that 3) th' e is: ev1dence of speckled pattem in mouse llver cells Mintz et al., 1999),

B prompted us to explore 1f in fact dlfferent cell tissues in an organism display a characteristic

pattern. It is known that all cells in a‘tissue have a similar tanscriptional program (Loeffler and




Potten, 1997) that 1s acqutred durmg dlfferentlatlon and is expressed durmg the dlfferennated

3 slage Therefore 1t lS plau51ble to expect that the nuc]ear spllcmg factors pattern are arranged

interesting to study which factors mamtam such’ patterns and to. test 1f phosphorylatlon

/dephosphorylation of spllcmg factors take an active role.

Speckled pattern changes by hormones affecting transcription
We showed here that speckled pattern in rat uterus epithelial cells changes upon modification of
transcription by hormone action, similar to what occurs in culture cells in different experimental

conditions where transcriptional activity is modified. Uterine cells are target cells for action of

the ovarian hormones. It is known that estrogens play a very important role in the




synchronization of multiple cellular events and induce the expression of mRNA ofys'peciﬁc genes

(Spornitz eitral.‘,'19‘94;‘Tomomi ct{‘a‘l.,'l,‘99:7)'.y o

during estrus éyc'lg. In rats and other-

nal stimuli throughout the

984; Rambo and Szego, 1983;

. proés&i}s’st_ag C g ge 8t

Catits lowest value.In the present'study, we found:that the number, shape; and size éfithe, speckles

onfirm ;_h‘at variations in speckled pattern

‘mones and not to other factors pr




parallels the one durmg the proestrus stage It is known that transcrxptlon is rapxdly mduced after :

mtrapentoneal m_] ectlon in castrated rats (see ' azquez Nm et al :

istributed in speckled patterns in severall'v‘rtit tissues,

s hormone actlon several quesnons remam to be xplored as to how a speckled pattern is acquired

durmg cell differentiation, or how speckleshave evo]ved
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Figure legends

Figure 1. Optical sections after 1mmunoﬂuorescence of SR protems in: 1at hepatocytes (A) and B

: ~where speckles ar 'unded (arrows) (MC—O 8) Bar is 10 pm
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Fi igure 5 Quanutatxve analysns of the shape of speckles in three uterme cell types at

dlffexent stages of‘the estrus ycle (Proestrus'and Dxestrus I) (A), and 2] days after
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Table 1.- Speckles features of several cell types.

Cellular type Speckles number Speckles shape (MC)
Pancreatic B Cell 6-14 0.581167
Hepatocyvtes 5-12 0.479584
UTERUS P DI P DI
Luminal Epitelial Cell 2 -3 large 14-19 0.512963 0.799347
925
small
Gland Epithelial Cell 6-23 +4-21 0.456616 0.824835

Miometrium . - 9-16 : 3-6 0.457182 0.834037

MC= Measure of circ
‘P= Proestrus:. 7
Dl=Diestrus |
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