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RESUMEN

Este trabajo se centra en la generacion de mutaciones en fibrilarina y mediante su analisis
dilucidar sitios de importancia para su correcto funcionamiento y localizacién. Para poder
realizar la determinacion de fenotipos o caracteristicas de las mutantes se utilizd6 un
sistema de células U20S que expresan de forma estable fibrilarina silvestre con una
etiqueta de SNAP. Este sistema permite hacer una comparacion entre ambas, mutante y
silvestre, y permitira utilizar la proteina silvestre Fib-SNAP como sensor de estrés y

determinar la influencia de las mutaciones realizadas en la secuencia de fibrilarina.

ABSTRACT

This work focuses on the generation of fibrillarin mutants and the analysis of relevant sites
in the sequence for the proper function and localization in the cell. To determinate the
phenotypes and characteristics of the mutants have been used a stable U20S cell culture
expressing WT fibrillarin with a SNAP label. This system allows a comparison between the
mutant and the WT fibrillarin as a stress sensor and determinates the influence of the

mutations in the fibrillarin sequence.
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INTRODUCCION

El nucléolo es la mayor estructura nuclear, asi mismo este puede variar en nimero y
dependiendo de cada célula. Es también considerado un sensor de estrés debido a que
bajo condiciones de estrés se produce una redistribucion de proteinas ribosomales en el
nucleoplasma. Este organélo sin membrana tiene como funcion principal la sintesis del
pre ARN ribosomal y la biogénesis de los ribosomas, esto se refleja en las estructuras que
lo conforman, el componente fibrilar, componente fibrilar denso y componente granular
(Boulon, Westman, Hutten, Boisvert, & Lamond, 2010; Kalinina, Makarova, Makhotenko, &
Love, 2018; Sirri, Urcuqui-Inchima, Roussel, & Hernandez-Verdun, 2008).

La fibrilarina es una proteina nucleolar esencial para la vida y se encuentra altamente
conservada a través de la evolucién. Esta encargada de procesos clave como la
biogénesis ribosomal y en modificaciones postranscripcionales del ARN ribosomal como
la metilacién y la pseudouridilacién (Rodriguez-Corona, Sobol, Rodriguez-Zapata, Hozak,
& Castano, 2015). Se ha demostrado que es una proteina clave para el desarrollo.
Experimentos realizados en embriones de ratones a los que se les realiz6 una deplecién
de esta proteina de forma homocigota no pudieron continuar su division mas adelante de
la fase de morula a diferencia de los que la conservaron (Newton, Petfalski, Tollervey, &
Céceres, 2003). Una de las funciones mas importantes de fibrilarina es la metilacién sitio
especifica de rRNA, snRNA y la metilacion de la histona H2A. Para esto es necesaria la
formacion de complejos con otros elementos como las proteinas nucleolares Nop56,
Nop58, 15.5k y snoRNAs (Deogharia & Majumder, 2018; Loza-Muller et al., 2015;
Rakitina, Taliansky, Brown, & Kalinina, 2011)
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1.1 ANTECEDENTES

1.1.1 El Nucléolo

El nucléolo es la estructura de mayor tamafio y es considerado un dominio
multifuncional dentro del ndcleo que desempefia funciones cruciales como la
biogénesis ribosomal, incluyendo los procesos de transcripcion del rDNA,
procesamiento del rRNA y el ensamble de ribosomas. En las células de mamiferos se
pueden distinguir tres componentes principales: ElI componente fibrilar (CF),
componente fibrilar denso (CFD), y el componente granular (CG), estos
compartimientos subnucleolares se pueden observar en la figura 1.1. Este es un
elemento crucial en el nlcleo celular pues también se encuentra ligado a procesos de
estrés debido a la redistribucion de las proteinas ribosomicas en el nucleoplasma por
la disrupcion de nucléolos y esta relacionado en el proceso de infeccion viral, ya
que los virus interactan con el nucléolo reclutando proteinas nucleolares para facilitar

la replicacion del virus (Rajamaki & Valkonen, 2009; Sirri et al., 2008).

La morfologia y el tamafio de este organélo estan ligadas a su actividad y esta del
crecimiento celular y el metabolismo. Dentro del nucléolo se le atribuyen regiones
especificas a funciones como el procesamiento de pre rRNA en el CF o en el limite
entre el CF y el CFD que son ricos en componentes de la maquinaria de ARN Pol I,
al CFD por componentes de procesamiento del pre rRNA como snoRNAs y snoRNP
como fibrilarina y Nop58. El CG ademas de contener al CF y CFD se conoce como el
lugar donde se realiza el ensamble de las subunidades ribosomales (Boulon et al.,
2010).
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fibrillar centre (FC)
dense fibrillar
component (DFC)

granular
Nucleolus  component (GC)

Nop58 mergeRGB

Figural. 1 Organizacion nucleolar bajo condiciones fisioldgicas en células de mamiferos. A) Célula

Hela con una representacion de los componentes del nucléolo. B) Microscopia de fluorescencia en
la que se muestran los compartimientos subnucleolares en células humanas U20S. Visualizando
en CF usando anticuerpos contra UBF, el CFD con anticuerpos contra Nop58 y el CG con

anticuerpos contraB23. Escala 10um (Boulon et al., 2010).

Entre las proteinas nucleolares destaca fibrilarina, la cual es una proteina que ha
sido conservada en su estructura y funcion a través de la evolucion y se localiza
principalmente en la region FC y DFC del nucléolo asi como en los cuerpos
cajales, donde estd directamente implicada en varios pasos de la biogénesis
ribosomal, por lo que también es utilizado como marcador para nucléolos activos

(Rodriguez-Corona et al., 2015).

El nucléolo es clave en la respuesta a estrés celular al detectar y reaccionar a
diferentes estimulos. Los cambios o perturbaciones en la estructura y funcion del
nucléolo afectan la biogénesis ribosomal, los efectos sobre este proceso y el
crecimiento celular inducido por diferentes tipos de estrés a menudo se acomparfan
de cambios de organizacion y composicion del nucléolo. Un mecanismo clave
consiste en la liberacion de proteinas ribosomicas al nucleoplasma, otros efectos se

observan en diferentes tipos de estrés, como la disrupcién de nucléolos con estrés
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por altas temperaturas y la segregacion de los mismos en presencia de UV (Boulon
et al., 2010; Pfister, 2019).
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1.1.2 Influencia de fibrilarina en la morfologia nuclear

Fibrilarina es esencial para la morfologia de los ndcleos, pues los ensayos con
siRNA para atenuar la expresion de fibrilarina demuestran una morfologia
anormal, por otro lado, un ensayo de inmunofluorescencia con B23 muestra que lo
nucléolos no sufren cambios como en el nlcleo. Se piensa que puede tener un rol
en la matriz nuclear por la interaccidn con otras proteinas nucleares y elementos
como la lamina nuclear. Una deplecion de fibrilarina realizada por Amin vy
colaboradores en 2007 demuestra como la ausencia de esta proteina produce una

morfologia anormal en los nudcleos celulares, lo que puede observarse en la figura 1. 2.

Mock fib-siRNA

Figural. 2 Células HeLa con deplecion de fibrilarina por siRNA muestran una morfologia nuclear

anormal (Amin et al., 2007)

Previamente se determin6 que la heterocromatina tiende a localizarse cerca de la lamina
nuclear, este experimento utilizé a fibrilarina como un marcador para el componente
fibrilar denso, en el que se transcribe activamente el RNA ribosomal. Fibrilarina, se
encuentra polarizada hacia la parte superior del nucleo celular, donde se encuentra la
mayor concentracion de lamina A/C, formado una capucha o domo de actina. Cuando
esta capucha de actina es degradada se produce la relocalizacion tanto de la lamina A/C
como de fibrilarina como puede observase en la figura 1.3. Este estudio muestra que
existe una organizacion radial especifica para la lamina A/C que causan la polarizacion de

dominios de transcripcion como el componente fibrilar (D. Kim & Wirtz, 2015).
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Figural. 3 A) Polarizacion de la lamina nuclear A/C junto con fibrilarina B) Tratamiento para
eliminar la capucha de actina promueve la relocalizacion de componentes del ndcleo (D. Kim &
Wirtz, 2015).

1.1.3 La Fibrilarina

La fibrilarina es una de las proteinas nucleolares mas estudiadas e importantes, que se ha
demostrado es esencial para la vida. Sus principales funciones son la metilacion y el
procesamiento de pre-rRNA y es requerida en el proceso de biogénesis ribosomal.
Ademas de ser una proteina altamente conservada a lo largo de la evolucion. La
conservacién de la estructura de la fibrilarina podria deberse no solo a que el dominio de
la metiltransferasa sea altamente conservado, sino también al hecho de que la fibrilarina
funciona en el contenido de un complejo macromolecular altamente conservado (Jansen
et al., 1991; Rodriguez-Corona et al., 2015; Shubina, Musinova, & Sheval, 2016).

Dentro de las moléculas estudiadas que estan involucradas en la regulacion y expresion
génica se consideran al RNA, DNA, algunas proteinas como fibrilarina y recientemente a
los fosfolipidos que tienen un papel importante en la arquitectura y funcién nuclear
(Rodriguez-Corona et al., 2017; Sobol et al., 2013).

Los snoRNA estan involucrados en el procesamiento del pre rRNA en el nucléolo,
funcionan como ARN de guia mediante el emparejamiento de bases con sitios especificos
del pre rRNA y estan involucrados en la metilacién y la pseudouridilacion de los rRNA
estos se encuentran asociados a las proteinas nucleolares 15.5kD, Nop56, Nop58 y la
fibrilarina. La mayor parte de las actividades postranscripcionales en la sintesis ribosomal,

procesamiento del pre rRNA, modificaciones en el rRNA y el ensamblaje ribosomal son
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dependientes de fibrilarina (Lechertier, Grob, Hernandez-Verdun, & Roussel, 2009;
Tollervey, Lehtonen, Jansen, Kern, & Hurt, 1993).

En el RNA la metilacién y la conversion de las uridinas en pseudouridinas son dos de las
modificaciones post transcripcionales de mayor prevalencia. En las células eucariotas los
snoRNA son un grupo de RNA no codificantes que sirven de guia para estas
modificaciones, las cuales son necesarias para la union de proteinas con dominios de
union RNA. Estos RNA guias tienen secuencias especificas que permiten, por
complementariedad, la formacién del complejo, en la figura 1.4 se puede apreciar una
representacion de como estos RNA forman parte escencial para la formacion del complejo
entre proteinas (Deogharia & Majumder, 2018).

Figural. 4 Estructura secundaria de la caja C/D A) Representacion de la caja C en rojo y D en azul
de la estructura RNA guia B) Caja C/D con las proteinas que conforman el complejo de metilacion.
Fibrilarina (azul), Nop58 (morado), Nop56 (violeta oscuro), 15.5k (naranja) (Deogharia & Majumder,
2018).

En plantas la fibrilarina se une directamente a un RNA guia junto con Nop56, Nop58, y
15.5ka para formar un complejo snoRNP que selecciona los sitios que deben ser
metilados en el procesamiento del RNA ribosomal. Tambien se determiné que NOP1 en

levadura metilaba la histona H2A en las regiones nucleolares (Loza-Muller et al., 2015).
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Se ha estudiado a la fibrilarina como un componente importante para el desarrollo en
células animales. Se analiz6 el efecto de la deplecidn de fibrilarina en embriones de raton,
en forma heterocigota y homocigota, se demostré que las células con depleciones
homocigotas de fibrilarina se truncaron en la etapa de moérula, conduciendo a la letalidad
embrionaria, sugiriendo que esta proteina es esencial para el desarrollo (Newton et al.,
2003).

Estudios en fibrilarina de Arabidopsis thaliana han mostrado que la fibrilarina 1 y la
fibrilarina 2 tienen un perfil de union a fosfolipidos diferente, pues mientras Atfibl
interactia con Ptdins (4) P AtFib2 se une a todos los fosfolipidos, asi como a acido
fosfatidico (PA). En este estudio también se demostré que AtFib2 posee la capacidad de
degradar ARN a diferencia de AtFib1l (Rodriguez-Corona et al., 2017)

La fibrilarina es esencial en los RNPs virales y pueden estar relacionados en la progresion
de virus de plantas y animales que interactian con el nucléolo. Se ha demostrado que la
fibrilarina esta involucrada en al menos dos procesos del ciclo de vida del virus de roseta
del mani, pues funciona en la formacion de particulas virales de RNP que son capaces de
moverse a larga distancia y causar infecciéon viral sistémica (S. H. Kim et al., 2007;
Rakitina et al., 2011).

En las células de cancer de mama, la desregulacion de la fibrilarina causada por la
reduccion del nivel de p53 produce un aumento del nivel de fibrilarina y un mayor nivel de
metilaciones aberrantes en el rRNA que conduce a una actividad ribosémica alterada, lo
que lleva al deterioro en la fidelidad de la traduccion y aumento del sitio de entrada al
ribosoma de genes clave del cancer (Marcel et al., 2013).

1.1.4 Estructura de fibrilarina y sus dominios

La secuencia de fibrilarina puede ser dividida en dos grandes dominios: uno N-terminal y
un dominio MTasa. La secuencia de fibrilarina se puede dividir en cuatro regiones: el
dominio GAR, la region espaciadora (BCO), el dominio central con la regién de union al
ARN y un dominio rico en la hélice alfa. El dominio GAR es tipicamente el menos
conservado y contiene un motivo no estructural que esta metilado en células humanas
(Loza-Muller et al., 2015; Rodriguez-Corona et al., 2015).
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—————— GAR -------- BCO -------=-=-== R =------- a-helix ----

1 58 136 231 321aa

Figural. 5 Representacién de la estructura primaria de fibrilarina. La secuencia de fibrilarina se
encuentra dividida en 4 regiones: Dominio Gar que es rico en glicinas y argininas, BCO una
secuencia de actividad indefinida en el dominio N-Terminal, un dominio metiltransferasa que tiene
una secuencia conservada de unién a RNA (dominio R) y una region a-hélice que se conoce

interacta con Nop56/58 (a-helix).

El dominio GAR de fibrilarina ubicado en el extremo N-terminal se encuentra en
eucariotas, pero es un dominio ausente en arqueas. Este dominio se caracteriza por ser
rico en glicinas y argininas formando multiples repeticiones RGG y RG que lo vuelven
blanco de metilacion para las metiltransferasas como la PMRT1 que metilan a fibrilarina
dando lugar a la formacion de metil-argininas. Algunos datos sugieren que este dominio
no es requerido para la localizacion de fibrilarina en el nucledlo o en los cuerpos cajales,
mientras que otros sugieren que le provee localizacion nucleolar en células de plantas y
animales (Ai, Lin, Hsieh, & Li, 1999; Lin, Huang, Hsieh, Pollard, & Li, 2002; Shubina et al.,
2016).

En fibrilarina se han identificado dos regiones adicionales de unién a RNA ademas del
octamero GCVYAVEF. Una localizada en el dominio MTasa aminoéacidos 138-179 y en la
region C terminal del 225-281. Posee también un motivo conservado de union a SAM que

se ha encontrado en varias especies.
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Figural. 6 Estructura de AtFib2. Los residuos de aminoacidos que interactian con el andlogo de
SAM en fibrilarina humana (E186-F187 y D211-A212) se muestran en color morado. Los residuos
de aminodcidos de la triada catalitica MTasa de AtFib2, K138 / D231 / K260 también estan
marcados. Se indican dos iones Ca?* como esferas azules y el andlogo SAM se muestra como una

estructura en barras rojas (Rakitina et al., 2011).

Los residuos de aminoacidos que se demostro que interactian con el analogo de SAM en
fibrilarina humana corresponden al E186 y F187 y D211 y A212 estan localizados fuera de
los sitios de unién a ARN, pero muy cerca de ellos. Ademas, los aminoacidos del sitio
catalitico MTasa de AtFib2 corresponden al K138 / D231 / K260 y residen dentro de los
sitios de unién a ARN R- (K138) y rico en a-hélices (D231 y K260), representado en la
figura 1.6 (Rakitina et al., 2011).

1.1.5 Mutantes de fibrilarina
El estudio de fibrilarina mediante mutagénesis ha sido utilizado para tratar de
determinar los dominios que intervienen en su localizacién celular, los aminoacidos
involucrados con su interaccion del RNA, entre otras funciones, tanto mediante
depleciones de los dominios como realizando mutaciones puntuales para evaluar
los efectos en la funcionalidad de esta proteina. Utilizando fibrilarina silvestre (WT) y
mutantes de fibrilarina con depleciones fusionados con GFP para demostrar que se
requieren dominios especificos para la correcta localizacién intranuclear de fibrilarina

en nucléolo y los cuerpos cajales. Llegando a la conclusion que el dominio GAR
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incrementa la eficiencia de la localizacion de fibrilarina en nucléolo y dirige a la
proteina al nucleo y esta involucrado en la retencidon nucleolar. Este estudio por
medio de deleciones en fibrilarina mostré que el dominio RNP y el dominio a hélice
es necesario para su correcta localizacion (Rodriguez-Corona et al., 2015; Snaar,

Wiesmeijer, Jochemsen, Tanke, & Dirks, 2000).

Fueron generadas mutantes puntuales en fibrilarina en sitios al azar y se estudi6 el
efecto de dichas mutaciones en procesos como el procesamiento de pre rRNA, la
metilacion de rRNA, asi como el ensamblaje de los ribosomas, dichas mutantes
sensibles a temperatura tenian deficiencias para cumplir una funcion adecuada. Por
lo que se llegd a la conclusion que ademas de que fibrilarina es esencial para la vida,
que la mayor parte de las actividades postranscripcionales en la sintesis ribosomal
como el pre-procesamiento del rRNA, la pre-modificacion y el ensamblaje del

ribosoma son dependientes de esta proteina (Tollervey et al, 1993)
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1.2 JUSTIFICACION

La fibrilarina es una proteina clave en el proceso de la biogénesis ribosomal,
indispensable para el desarrollo celular, la morfologia nuclear y la respuesta a estrés. El
estudio de esta proteina por medio de la generacidon de mutantes permitird realizar un
analisis de los sitios que estén implicados en la localizacion y respuesta a estrés de

fibrilarina en la célula.

1.3 OBJETIVO GENERAL

Analizar mutantes de fibrilarina humana con alteraciones de localizacion en la célula.

1.3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Generar mutantes de fibrilarina humana

2. Establecer un sistema para analizar fibrilarina silvestre como sensor de estrés y

mutantes de fibrilarina humana

3. Analizar fenotipos y localizacion dentro de la célula por medio de software de

andlisis de imagen.

12




CAPITULO |

1.4 ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Generar mutantes de fibrilarina-
GFP en pSTR-C2

Generar lineas estables de células
con Fib-SNAP y Fib-GFF y
evaluarlas como sistema para
analizar las mutantes.

l

Realizar transfecciones transitorias
de mutantes en sistema de células
estables en la expresion de
fibrilarina con etiqueta.

Evaluar fenotipos de mutantes

Seleccionar sitios de mutacidn en la secuencia de
aminodcidos de fibrilarina.

Utilizar método de mutagénesis de plasmido completo
para generar mutantes.

Enviar a secuenciar los plasmidos obtenidos de la
mutagenesis para confirmar la mutacion.

Realizar lineas celulares estables de células U205 gue
expresen Fib-SNAP y Fib-GFP.

Evaluar la expresién de fibrilarina en ambas lineas
estables y determinar cual de ellas tiene mejor expresion
cuando es transfectada con una proteina con ofra etiqueta.

En la linea celular seleccionada transfectar de forma
transitoria las mutantes.

48 horas posiransfeccion se realiza el montaje de las
células para su observacion en condiciones de
crecimiento y se realizan ensayos de exposicidn a estrés
por calor y posteriormente se preparan para observacian.

La observacion se realiza en un microscopio de
fluorescencia en el que se evalian las sefales de la
mutante, la de fibrilarina sin mutaciones y se compara la
localizacidn y niveles de sefial de cada una.

Utilizando el programa ImagenJd FIJI se determino la
localizacidn, nivel de sefial y otras caracteristicas de la
mutante en comparacidn a la fibrilarina silvestre.

13
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2.1 MATERIALES Y METODOS

2.1.1 Seleccién de sitios de mutacion

Los sitios elegidos para realizar las mutantes se seleccionaron en base a sitios
conservados en la proteina, este andlisis fue realizado por medio de un alineamiento de
secuencias entre fibrilarina en humanos (HsFib), fibrilarina 1 y fibrilarina 2 de Arabidopsis
thaliana (AtFibl y AtFib2), Mus musculus (MmFib), y Saccharomyces cerevisiae (ScFib).
Asi también, ayudandose del programa CD3D para ubicar estos sitios en la estructura

tridimensional estimada de la proteina.

Se tomaron en consideracion sitios clave para el funcionamiento de esta proteina, como
sitios de interaccion con calcio, sitios de interaccién con SAM y de actividad catalitica

sefalados en el estudio de Rakitina et al., 2011.

Para realizar mutantes incapaces de ser metiladas, se seleccionaron sitios que fuesen
sustrato para metiltransferasas como la PMRT1 cambiando las argininas que son posibles
blancos de metilacién, por aminoacidos que no cambiaran la carga y que ademas no
pudieran ser metiladas por las metiltransferasas, en este caso se eligieron lisinas (Ai et
al., 1999).

2.1.2 Método de mutagénesis por plasmido completo

En este método se disefiaron dos oligonucleotivos para cada sitio de mutacion, detallados
mas adelante en el cuadro 2.3 y el anexo 2, en caso de mutantes con un solo un
aminoacido a cambiar solo uno de ellos contiene la mutacion, pero en caso de mutantes
con cambios de 3 aminoacidos consecutivos las modificaciones fueron divididas en los 2
oligonucleotidos, todos se disefiaron para no sobrelaparse, esto se realizd con la ayuda
del programa NEBaseChanger disponible en el sitio de New England Biolabs. La reaccion
en cadena de la polimerasa, siendo utilizada una PCR punto final, se usa para amplificar
el plasmido circular para crear un templado lineal que contiene la secuencia sustituida, el
plasmido uilizado como DNA templado fue el pSTR-GFP-HsFib. Este fragmento se
recirculariza mediante ligacion y el plasmido resultante se transforma utilizando células

competentes E. coli DH5a por choque térmico. Para este método se requiere de la
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eliminacion la cadena vieja o templado con una enzima Dpnl y se recircularizé con la

combinacion de las enzimas kinasa T4 PNK de Thermo Scientific™ y T4 ligasa de Thermo

Scientific™ siguiendo las condiciones sugeridas por el fabricante.

2.1.2.1 Condiciones de lareaccion de pcr para mutageénesis.

Las condiciones para la reacciéon de PCR se basaron en las condiciones propuestas por

Thermo Scientific™ Phusion™ Hot Start 1l High-Fidelity DNA Polymerasa la junto a

modificaciones que se consideraron en el proceso de estandarizacion para una reaccion

de 50 pl, especificadas en el cuadro 1y 2.

Cuadro 2.1. Concentracion de elementos para la reacciéon de pcr con Phusion hot start taq

polimerasa

Cantidad Concentracion final
10X Hot start buffer 5ul 1X
dNTPs (2.5mMc/u) 4 ul 0.20 mM
Primer Fw 4 ul 0.8 uM
Primer Rv 4 ul 0.8 uM
50mM de MgCI2 2 ul 2mM
Phusion Hot start taq 0.5 pl
DNA templado 1l 0.01 pg
Agua 29.5 ul

Cuadro 2.2. Condiciones del programa del termociclador para pcr para mutagénesis

Temperatura

Tiempo
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Desnaturalizacion inicial 98°C 30 segundos
98°C 10 segundos
25 Ciclos 50-72°C 30 segundos
72°C 6:30 minutos
Extension final 72°C 10 minutos
Hold 4°C -

2.1.3 Transformacién por choque térmico de células de E. coli

Para la transformacién de células de E. Coli DH5a se utilizaron células competentes
obtenidas por el método de cloruro de calcio. Para esto se utilizaron 2 pl del plasmido en
200 pl de células competentes, se incubaron en hielo por 30 minutos y después se
colocaron a 42°C por 90 segundos y se regreso al hielo. Se adicionaron 800 pl de LB y se
agitd 45 minutos a 37 °C a 200 rpm y se plaquearon 200 ul en cajas con LB medio LB
sélido con kanamicina como antibiotico de selccion. Se incubé por 12 horas a 37°C y se
selecciond una la colonia de las que crecieron y se dejé en crecimiento para continuar con

la sobreexpresién de proteinas en medio liquido y extraccion de plasmido.

2.1.4 Expresion de proteinas

A partir de células de E. coli transformadas con el vector pET15b y pET42b con el inserto
de HsFib se iniciaron cultivos, con una incubacion de 12 horas a 37°C con agitacion
constante a 200 rpm en 3 ml de medio LB con ampicilina. Posteriormente se escalé a 100
ml de medio LB/Kan y se incub6 en agitacion constante hasta alcanzar 0.5 de densidad
Optica. Al alcanzar la DO adecuada se adicioné isopropil-p-D-1-tiogalactopirandsido
(IPTG) 1 M para obtener una concentracién final de 1 mM y se incub6 toda la noche a

37°C en agitacion constante a 200rpm.

2.1.5 Extraccion y purificacion de proteinas
La induccién de proteinas en el cultivo de bacterias se centrifugd a 4200 rpm por 20
minutos. Las bacterias se resuspendieron en 5 ml de amortiguador de extraccion (Tris 20

mM, glicerol 5 %, NaCl 50 mM, 1Mm de - mercaptoetanol) con inhibidor de proteasas
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(ImM de PMSF y 10mM de EDTA). Posteriormente las inducciones de bacterias fueron
sonicadas en periodos de tiempo de 20 segundos y se alicuotaron en tubos de 1.5 mly se
centrifugaron a 14000 rpm durante 15 minutos a 4 °C.

La purificacién de las proteinas se realizé con la fraccién soluble del extracto de bacterias,
el cual se colocé e interaccion con 100 pl de una resina de afinidad de niquel previamente
equilibrada con amortiguador de extraccion y se mantuvo en un agitador durante dos
horas y esto se pasé a través de una columna en la que se lavd con amortiguador de
extraccion y se hicieron eluciones con un amortiguador de elucion con 250mM de
imidazol. Este proceso se repiti6 con 100 ul de una resina de Glutation Sefarosa 4B,
posteriormente se lavé con amortiguador de extraccion y se hicieron eluciones con
glutation a una concentracion de 30 mM. Este proceso se llevo a cabo de la misma forma
para todas las proteinas expresadas. El uso de dos resinas diferentes de debe a que el
plasmido utilizado posee 2 etiquetas y para obtener una mejor purificacioon de la proteina,

se hizo uso de ambas.

Para analizar la calidad de la purificacion las elusiones y las fracciones no purificadas de
cada proteina se corrieron en un gel de acrilamida al 12% por medio de electroforesis

al20 V por una hora 20 minutos y fueron tefiidos con una solucion de azul de coomasie.

2.1.6 Inmunodeteccién de HsFib y mutantes

Se llevé a cabo un ensayo de inmunodeteccion en el cual se hicieron geles de
poliacrilamida SDS-PAGE al 12% y posteriormente una electrotransferencia de las
proteinas a una membrana de nitrocelulosa a 45V y 15W durante 40 minutos.

Se bloqueé la membrana con PBS-T 0.1 % + leche 3 % por una hora posteriormente se
incubaron con una solucién de PBS-T 0.1 % + leche 3 % con el anticuerpo contra la
proteina en la membrana como anticuerpo primario en concentracion 1:4000 toda la
noche y con anticuerpo secundario durante dos horas, para los anticuerpos generados en
conejo se utilizé el anticuerpo anti-conejo a concentracion 1:4000 en una solucion de
PBS-T 0.1 % + leche 3 % y para los producidos en gallinas se utilizé el anticuerpo anti-
gallina a concentracion 1:4000 en una soluciéon de PBS-T 0.1 % + leche 3 % . Las

membranas fueron reveladas con un kit de deteccion Amersham ECL Western Blotting.
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2.1.7 Extraccion de RNA

Para la extraccion de RNA e utilizo el kit mininprep plant RNA de analytik jena utilizando

como material inflorescencias de brécoli.

2.1.8 Ensayos de actividad RNasa en geles de agarosa

Para evaluar la actividad RNAsa de la proteina, se realizaron ensayos en los que se utilizo
una relacion de RNA y amortiguador en una misma concentracion, se dispuso de un
control negativo que no tuviera proteina, otras muestras en las que adicionaran
cantidades diferentes de la proteina y el mismo nimero de muestras, pero con CaCl 1mM.

Las muestras se incubaron una hora a 37°C y se cargaron en un gel de agarosa.

2.1.9 Cultivo de células de mamiferos

Las células U20S fueron incubadas 24 horas en medio DMEM (Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium, Sigma-Aldrich®) enriquecido con 10% de suero fetal bovino a 37°C y 5%
de CO2. Después fueron sometidas a un tratamiento con tripsina para resembrarlas en
cajas de Petri para su mantenimiento. Las células se cambian de plato una vez que este

ha alcanzado del 80-90% de confluencia.

Para los ensayos de microscopia en células que serian transfectadas, se colocaron
cubreobjetos de vidrio para permitir que las células crecieran sobre ellos en una mono

capa.

2.1.10 Transfeccion transitoria de células U20S con el vector pSTR-
Fibrilarina_GFP y sus derivados mutantes

La transfeccion se llevd a cabo empleando el vector de expresion en mamiferos con el
gen de fibrilarina humana acoplado a GFP (pSTR-fibrilarina_ GFP) y sus derivados

mutantes, las posiciones de las mutaciones se muestran en la tabla 3.

La composicion de la mezcla de transfeccion consiste en 1 pg de DNA plasmidico y 6 pl
de PEi en 300 pl de medio optiMEM por cada caja de 35mm. La mezcla de transfeccion
se preparé en dos tubos eppendorf con 150 ul de optiMEM cada uno para diluir el DNA y
PEi en tubos separados, se mezclan ambos tubos, se pipetean suavemente para mezclar
y se incuba a temperatura ambiente(25°C) 15 minutos y permitir la formacion de los

complejos.
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Las células U20S, previamente tratadas con tripsina, después de por lo menos 24 horas,
fueron colocadas en cajas de Petri con cubreobjetos redondos en el fondo y se les
adicion6 la mezcla de PEi con el vector pSTR-fibrilarina_GFP por goteo. Los cultivos de
células en transfeccion fueron incubados durante 48 horas a 37°C bajo una atmdsfera de
5% de CO2.

2.1.11 Ensayos de estrés por temperatura en células U20S transfectadas con
mutantes de fibrilarina

Se realizaron ensayos de exposicion a estrés a una temperatura de 45°C y 5% de CO2.
En una caja petri se colocaron 4 cubreobjetos para que las células crecieran sobre ellos y
cuando alcanzaron el 80% de confluencia, se colocaron dos cubreobjetos en medio
optiMEM con suero a 45°C y 5% por 2.5 horas y las otras 2 en condiciones normales de

crecimiento.

2.1.12 Generacion de lineas celulares estables

En una caja de 60mm con un 80% de confluencia de células U20S se realizé la
transfeccion con 2 ug de DNA plasmidico y 12 ul de PEi. Transcurridas 48 horas post
transfeccion se les adicioné 5 ml de medio con 1000 pg/ml de Geneticina G-418 de
Sigma-Aldrich® y se incubd por 9 dias y se evalud la cantidad de colonias positivas. Se
lavé la caja de Petri con PBS y se tripsinaron las células y se cambié a otra caja con

medio nuevo con antibiético en la misma concentracion utilizada para la seleccion.

2.1.13 Sistema de inmunofluorescencia indirecta con vector pSNAPf con el
inserto de fibrilarina

El vector pSNAPf es un pldsmido de expresion de mamiferos destinado a la clonacién y la
expresion estable o transitoria de fusiones de proteinas SNAP-tag® en células de
mamiferos. La etiqueta SNAP es una proteina basada en O6-alquilguanina-ADN-
alquiltransferasa (AGT) de mamiferos. Los sustratos de etiqueta SNAP son derivados de
bencil purinas y bencil pirimidinas. En la reaccion de etiquetado, el grupo bencilo
sustituido del sustrato se une covalentemente a la etiqueta SNAP. Para la sefal roja

(555nm) se utiliz6 el reactivo rojo fluorescente SNAP-Cell® TMR-Star.
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3.1 RESULTADOS

3.1.1 Alineamiento entre fibrilarinas

Se realiz6 un alineamiento de la fibrilarina de distintos organismos, contemplando plantas,
mamiferos y levaduras y se puede observar que a excepcion del dominio GAR (1-58 aa
en humanos) existe una gran similitud. El alineamiento se realiz6 con ayuda del programa
Clustal Omega y utilizando las secuencias de aminoacidos de la fibrilarina en humanos,
fibrilarina 1 y fibrilarina 2 de Arabidopsis thaliana, de Mus musculus, y de Saccharomyces
cerevisiae encontradas en la base de datos del NCBI.

CLUSTAL ©(1.2.4) multiple sequence alignment

ScFib MSFRPGSRGGSR-GGSRGEFGGRGGSREGARGGSRGGFGGRGES = = ~~REG~~ARGGSRC 53
Atfib2 ~=MRPPLTGSGGEFSGGRERGEG= ==Y SGG~R==CDGGF SGEGREGEGE == = = = = = RGGGR 43
AtFibl e MRPP VTG = = o o o o G=R==GGGEFRGGRDEGGE === = = RGFGG 27
MmFib ~=MEPGFRPRGGGFGGRGCEFGDRGGRGEG-RG~CRGGFGGGREC - ~~FGGEGRGRGGGGEC 53
HsFIB ~=MEPGFSPRGGGFGGRGCFGDRGEGRG = == === CRGGFGGGREGRGEGFRGRGRGGGGGE -~ 50
ek . kkE ok . *
ScFib GFGE= == — REGSRGGARGGESRG-~CRGGAAGGARCGAKVVIEPHRHAGVY T 98
Atfib2 GFSD == — e RGGRGRGRGPPRGGARG~-GREPAGRGGMECGGSKVIVEPHRHAGVE I 92
AtFibl GRSFGGGRSGDRGRSGPRERGRGAP = = = == R-GRGGPPRGGMEGGSKVIVEPHRHAGVE T 81
MmFib GFRER= == GCGGEVRGGGFDSGENRGRGGERGGERGNOSCGENVHMVEPHRHEGVE T 104
HsFIB = GEEG = == GGGERGGGGFHSGEGNRGR-~GRGGEKRGNQSGENVMVEPHRHEGVE T 98
. * * p ok ke ekkEkhkEk hkalk
ScFib ARGEEDLLVTENMAPGESVYGEKRISVEEPSKEDGVPPTEVEYRVWNPFRSKLAAGIMGG 158
Atfib2 AKGEEDALVTENLVPGEAVYNEKRISVONED == == == GTETEYRVWNPFRSKLAAMTLGG 1486
AtFibl AKGEEDALVTENLVPGEAVYNEKRISVONED == == == GTEVEYRVWNPFRSKELAAMTLGG 135
MmFib CRGKEDALFTENLVPGESVYGEKRVSISEGD == == === DTIEYRAWNPFRSKLAAATLGG 157
HsFIB CRGKEDALVTENLVPGESVYGEKRVSISEGD == == === DEIEYRAWNPFRSKLAAATLGG 151
LrEERE K _kkk g khkkekk AEkE ek o - . FEE Ak Fk kLA A EE ko k&
ScFib LDELFIAPGEEVLYLGAASGTSVSHVSDVVGPEGVVYAVEFSHRPGRELISMAKKREFNII 218
Atfib2 VDNIWIKPGARVLYLGAASGTTVSHVSDLVGPEGCVYAVEFSHRSGRDLVHMAKKRTNV I 2086
AtFibl VDNIWIKPGARVLYLGAASGTTVSHVSDLVGPEGCVYAVEFSHRSGRDLVHMAKKRTNV I 1395
MmFib VDOIHIKPGARVLYLGAASGTTVSHVSDIVGPDGLVYAVEFSHRSGRDLINLAKKRTNII 217
HsFIB VDOIHIKPGARVLYLGAASGTTVSHVSDIVGPDGLVYAVEFSHRSGRDLINLAKKRTNII 211
thres k FE A FEA A I AL A s A A A A AT oA A A ok A FEAAA AL Ak gk e HEEE H ok
ScFib PITEDARHPOEYRMLIGMVDCVFADVAQPDOARIIALNSHMFLEDOQGGVVISIKANCIDS 278
Atfib2 PIIEDARHPARKYRMLVGMVDVIFSDVAQPDOARILALNASYFLESGGHFVISIKANCIDS 2686
AtFibl PIIEDARHPARKYRMLVGMVDVIFSDVAQPDOARILALNASFFLETGGHFVISIKANCIDS 255
MmFib PVIEDARHPHEYRMLIAMVDVIFADVAQPDOTRIVALNAHTFLRNGGHFVISIKANCIDS 277
HsFIB PVIEDARHPHEYRMLIAMVDVIFADVAQPDOTRIVALNAHTFLRNGGHFVISIKANCIDS 271
drkkbkhdhdd Fhddkds dkdk shkohhdhddbkbksddkghdbd e * ke *  EhkkEkhkEkhkhkkEkdk
ScFib TVDAETVEAREVOKLREERIKFLEQLTLEPYERDHC IVVGRYMRSGLEK == === 327
Atfib2 TVPAEAVEQTEVERKLOQEQFKPAEQVTLEPFERDHACVVGGYRMPEKPEANTAR 320
AtFibl TVAREAVEQOSEVERLOQEQFKPAEQVTLEPFERDHACVVGGYRMPEKQETPAS - 308
MmFib TASAREAVEASEVEEMOOENMEPOQEQLTLEPYERDHAVVVGVYRPPPEVEN = === 327
HsFIB TASAREAVEASEVEEMOOENMEPOQEQLTLEPYERDHAVVVGVYRPPPEVEN = === 321

* kA g kE dhpke ek shkk Ahkedhdkkhkghdhkd  dEkA & *
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Figura 3. 1 Alineamiento de secuencias de aminoacidos entre fibrilarina en humanos (HsFib),
fibrilarina 1 (AtFibl vy fibrilarina 2 (AtFib2) de Arabidopsis thaliana, de Mus musculus (MmFib), y

Saccharomyces cerevisiae (ScFib).

Este alineamiento mostré los aminoacidos conservados entre las fibrilarinas de estos
organismos y se tomaron en cuenta algunos de estos, marcados en un recuadro naranja
en el alineamiento, para realizar mutaciones triples en la fibrilarina de humanos, la cual

sera objeto de estudio en este trabajo.

3.1.2 Oligonucledtidos para generar mutantes de HsFib

Se utiliz6 en programa NEBasechanger de New England Biolabs como base para disefar
los oligonucleétidos correspondientes a las mutaciones. Se disefiaron para diversos sitios
en la secuencia de fibrilarina pero se tomaron en cuenta para su evaluacién unicamente
los siguientes presentados en el cuadro 3. Para ver la lista completa de oligonucleétidos

disefiados para realizar mutaciones en fibrilarina humana pasar a anexo 2.

Posicién Secuencia
Sitios de T208A FW caagaagagggcaaacatcattcc
interaccién con
calcio T208A RV gccaagttaatgaggtcac
K131E FW aggagatgacgaaattgagtacc
Mutante 1.5 ggagaigacy gag
equivalente en K131RV tccgaaatcgagactctc
humanos
(Tollervey et al., A250P FW ggccctgaatcctcacaccttcc
1993)
A250P RV acaatccgggtctggtctgg
D179G FW ccatgtctctggcatcgttggtc
Mutante 1.2 d 99 gtag
equivalente en D179G RV gagaccgtggtgcccgag
humanos
(Tollervey et al., D216N FW tgtgatcgagaacgctcgacacc
1993)
D216N RV ggaatgatgttggtcctc
Mutantes en GVF95AAA FW tgctatttgtcgaggaaaggaagatgc
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sitios GVF95AAA RV gcagcctcatgccgatgcggctc
conservados

Cuadro 2.3. Listado de oligos disefiados para mutagénesis por plasmido completo.
3.1.3 Estandarizaciéon de condiciones de reaccion de PCR para mutagénesis

Para estandarizar la reaccion de PCR para mutagénesis se analizaron dos diferentes
polimerasas para evaluar con cual se tendria un producto amplificado. Las cantidades y
condiciones para la mezcla de reaccion (master mix) fueron de acuerdo al protocolo
sugerido para cada polimerasa utilizada, ambas se sometieron al mismo programa en
el termociclador y se seleccioné la enzima Hot start polimerasa sobre la Dream Taq
polierasa, pues se observo una banda mejor definida a diferencia de esta utima (ver

anexo 3y 4).

3.1.4 Recircularizacion de plasmido y transformacién en E. coli

Para comprobar si la mutacién se realiz6 exitosamente se recircularizé el producto de
PCR para transformarlo en células Escherichia coli (E.coli) para realizar una extraccion de
plasmido y enviarlo a secuenciar (Anexo 5).

Para esto se eliminé la cadena vieja o templado con una enzima Dpnl y se recircularizé
con la combinacion de las enzimas kinasa y ligasa. Dicho producto se transform6 en
células competenes de E. coli y se puso a crecer en placas de medio LB agar con
kanamicina, a la que el plasmido original tiene resistencia. Las colonias que crecieron se
picaron y pusieron a crecer en medio LB liquido con kanamicina y posteriormente se
realiz6 un miniprerp para observar si el producto correspondia con el tamafio esperado.
Los plasmidos con las construcciones esperadas se secuenciaron con el oligonucleétido
RVHsFib-GGATCCTCAGTTCTTCACCT. Las mutantes confirmadas por secuenciacion se
utilizaron para los andlisis por medio de la transfeccién de células de mamiferos, las que
se seleccionaron para analizar se muestran en el cuadro 4 (ver anexo 6 para la lista del

total de mutantes confirmadas por secuenciacion).
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Sitios de interaccidn con calcio T208A

Mutante 1.5 equivalente en

humanos (tollervey et al., 1993) K131E, A250P

Mutante 1.2 equivalente en

humanos (tollervey et al., 1993) D216N

Mutantes en sitios conservados GVF95AAA

Cuadro 4. Mutantes de fibrilarina confirmadas por secuenciacion.

3.1.5 Generacion de lineas celulares estables

Las lineas estables realizadas tanto de Fib-GFP y Fib-SNAP fueron analizadas para
determinar cual de estas es mejor como control de fibrilarina silvestre y ser usada como
modelo en las transfecciones con mutantes, asi también las co transfecciones permitiran
saber si la transfeccién transitoria es un modelo representativo para evaluar mutantes de

fibrilarina.

La linea celular de Fib-SNAP estable (rojo) muestra un perfil normal en la distribucién de
fibrilarina y la transfectada transitoriamente (verde) colocaliza con esta sefial, generando

una sefal color naranja uniforme (panel superior figura 3.2).

Las cotransfecciones realizadas en células U20S presentan colocalizacion de la sefial de
ambas etiquetas, pero en el caso de GFP se muestra una gran cantidad de
acumulaciones que no son propias de la localizacion normal de fibrilarina en la célula. Por
esta razon se descarta al sistema por cotransfeccion como modelo para la evaluacion de

mutantes (panel intermedio figura 3.2).

El sistema de células estables con Fib-GFP muestra una sefial mas estable con esta
etiqueta, pero la transfeccion transitoria con Fib-SNAP esta en un bajo numero de células
y pocas de ellas muestran una sefial combinada de ambas etiquetas (panel inferior figura
3.2). Debido a esto se concluye que el mejor sistema para realizar la evaluacion de las
mutantes es la linea estable de Fibrilarina con etiqueta de SNAP.
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Transfecciones con SNAP estable y GFP transitorio

Co-transfecciones con SNAP y GFP
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DAPI FIBRILARINA-SNAP FIBRILARINA-GFP ACOPLADO

Transfecciones con GFP estables y SNAP transitorio

ACERCAMIENTO

Figura 3. 2 Transfecciones en lineas celulares estables Fibrilarina-SNAP (panel superior), Co-

transfecciones transitorias de Fib-SNAP y Fib-GFP (panel intermedio) y transfecciones transitorias

de Fib-SNAP en lineas estables Fib-GFP (panel inferior).

3.1.6 Andlisis de fibrilarina silvestre

Se tomaron imagenes en un microscopio de super resolucion para observar
la distribucibn de ambas fibrilarinas y determinar si se encontraban
distribuidas de forma similar en el nucléolo, lo que se pudo observar es
que, si bien se encuentran ambos en el nucléolo formando estructuras, no

comparten el mismo sitio dentro de las mismas (Figura 3.3)
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FIBRILARINA-SNAP FIBRILARINA-GFP ACOPLADO

AMNALISIS 3D ACOPLADO 3D ZOOM

Figura 3. 3 Fibrilarina WT con etiqueta de SNAP y etiqueta de GFP. Imagen de super resolucién

La sefial correspondiente a la combinacién de la sefial las etiquetas de GFP y SNAP es
usualmente color naranja, lo cual se observa en los nucléolos, la imagen en super
resolucién logra hacer la distincion entre ellas, como se muestra en la figura 3.3. Un
andlisis 3D de los nucléolos muestra que hay fibrilarina de ambas etiquetas en las

estructuras del nucléolo y en lo que parecen ser cuerpos cajales.

Se realizé un analisis de intensidad de sefial y localizacién de fibrilarina tomando en
cuenta a una célula y utilizando un programa de analisis de imagen, para esto se trazo
una linea que atravesara los componentes nucleares y que pudiesen ser medidos estos

parametros.

El perfil de intensidad y localizacion de las sefiales correspondientes a la mutante y la
fibrilarina WT-SNAP es equiparable a la transfeccion de Fib-GFP como se puede ver en la

imagen 3.4 en el que ambos picos correspondientes a los nucléolos tienen un
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comportamiento similar, aunque la intensidad de pixel sea distinta, el tamafio de los
nucléolos es de 7.44 y 17.17 y el &rea total del ndcleo es 311.18um2, siendo similar a la
media de 332.47um2 de 25 células usadas en la medicion (Anexo 13).

Intensidad@eBefialtWTE

2502
2002
150

OFib-GrPE

TFib-sNAPE

06977

Fib-SNAPE

Fib-SNAPE

Fib-GFP@

Fib-GFPE

Figura 3. 4 Analisis de intensidad de pixel en Fibrilarina WT. Analizando intensidad de pixel (eje Y)
por area en um (eje X), el analisis es en base a la linea amarilla que atraviesa el ndcleo como se

ve en la imagen de la izquierda.

Para evaluar el comportamiento de fibrilarina silvestre bajo condiciones de estrés, se
evalué el comportamiento utilizando células con Fib-SNAP estable transfectadas con Fib-
GFP silvestre. Los efectos en los nucléolos son los esperados para el estrés por
temperatura, la clara disrupcién de los nucléolos liberando a fibrilarina hacia el
nucleoplasma y al citoplasma. Ambas sefiales se observan co localizando, por lo que a
simple vista puede inferirse que se comportan de forma similar. También se realiz6 un
andlisis del tamafio promedio de los nucleos en condiciones de estrés, los resultados

arrojaron una considerable disminucion en el tamafio promedio de 274.041 (Anexo 14).
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Los andlisis de intensidad de pixel reafirman la co localizacion de ambas proteinas,
cuando se sobreponen las graficas que representan la sefial, el comportamiento de la
grafica es similar, aunque la intensidad de sefial sea distinta. La mayoria de los picos mas
marcados son similares y coinciden en las distancias marcadas por el eje X (Figura 3.5).
Esto demuestra que incluso en condiciones de estrés, el sistema de transfeccion de

proteinas con etiqueta de GFP se comporta de la misma forma de Fib-SNAP y puede

usarse como control para la evaluacion de mutantes.

Fib-SNAP

Fib-GFP

BAbGFP

Figura 3. 5 Andlisis de intensidad de pixel en fibrilarina silvestre en condiciones de estrés a 45°C.
Analizando intensidad de pixel (eje y) por area en um (eje x), el andlisis es en base a la linea

amarilla que atraviesa el nacleo.

3.1.7 Transfecciones transitorias de mutantes de fibrilarina con etiqueta de
GFP en lineas celulares estables Fib-SNAP

En el sistema de transfeccion transitoria de mutantes, se encontraron fenotipos diferentes
a la proteina silvestre y otras que se comportaban de la misma forma, el crecimiento de
los cultivos de células fue similar en todos los casos pues se adicioné una cantidad de
celulas que correspondian aproximadamente el 70% de confluencia y después de 24

horas se realiz6 la transfeccion. Las muestras analizadas son posteriores a las 48 horas
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de transfeccion con la mutante y la tincién de SNAP con TMR star se realizdé 30 min antes
de fijar las células para su andlisis o los ensayos de estrés correspondientes.

Para este trabajo se seleccionaron 4 mutantes, las cuales fueron procesadas con el

software de analisis de imagen ImageJ FIJI.

3.1.8 Mutante T208A

Dentro de las mutantes analizadas se seleccion6 a la mutante T208A que esta implicada
en la interaccién con calcio cambiando una treonina en la posicién 208 por una alanina,
eliminando asi la interaccion de la proteina con calcio en este sitio, lo que implica que esta
mutante solo tendrd un sitio en la posicion 289 segun se reporta en la bibliografia
(Rakitina et al., 2011). El fenotipo que reside en la mutante T208A presenta la pérdida de
la capacidad de formar estructuras en el nucléolo, contrastando con la sefial de Fib
silvestre (rojo), la mutante se localiza con mayor intensidad de sefial en nucléolos en

forma de un barrido uniforme.

En los ensayos de transfeccion de esta mutante, a pesar de que la cantidad de DNA
plasmidico fue la misma, el porcentaje de transfeccion en un nivel que permitiera ver la
localizacién con la proteina silvestre fue bajo, encontrandose alrededor de un 22% en

relacion al total de 172 células evaluadas en diferentes campos.

Para el andlisis de los nlcleos, en total se observaron 25 células transfectadas y todas
ellas presentaban una forma y tamafio normal en sus ndcleos, pero la sefial de ambas
fibrilarinas era distinta y la mutante correspondia a esta distribucion anormal. Lo que
corresponde a la fibrilarina silvestre con etiqueta de SNAP parecia ser mas intensa en la
mayoria de las células observadas, lo que podria deberse a que esta linea celular expresa
dicha proteina de forma estable, la sefial correspondiente a la mutante con etiqueta de
GFP tiende a variar de intensidad entre una célula y otra pero la distribucion es la misma,
presencia en citoplasma, nucleoplasma y principalmente nucléolos distribuyéndose de
forma uniforme, esto se puede apreciar con mayor claridad en la columna que
corresponde a GFP en la figura 3.6 en la que solo se aprecia a la mutante. En estas
células la sefial nucleolar de GFP es intensa y forma estructuras, en su mayoria
circulares, cuyo nimero parece ser menor que en las células con solo Fib-SNAP, en las

que el tamafio de las estructuras es considerablemente mas grande, por lo que se realiz
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un analisis del tamafio y forma de los nucleos. El tamafio promedio de los nucleos se
encuentra en 337.55 ym de un total de 25 nucleos de células transfectadas con la
mutantes T208A evaluados, lo que es similar al tamafio promedio de los nucleos en
células con fibrilarina silvestre, es decir que la mutacién T208A aparentemente no afecta
el tamafio o forma de los nicleos (Anexo 15).

En los diferentes campos, las células que tienen la sefial de Fib-SNAP y Fib-GFP se
repiten las mismas caracteristicas de localizacion, el fenotipo consiste en que la mutante
en los nucléolos forma un barrido uniforme, a diferencia de Fib-SNAP que se encuentra
en formas caracteristicas del FC y DFC. Si bien la morfologia nuclear no parece verse
afectada, la de los nucléolos parece mostrar cambios en comparacién a los que
Unicamente expresan la silvestre, pues se observa un efecto similar a la segregacién de
los nucléolos en gran parte de las células observadas. Este efecto es observado en
ciertas condiciones de estrés, esto podria indicar que la mutante esta estresando a la
célula afectando el funcionamiento o que esté implicada en la morfologia de los nucléolos
(Figura 3. 7).

DAPI FIBRILARINA-GFP FIBRILARINA-SNAP ACOPLADO ACERCAMIENTO

Figura 3. 6 Transfeccion transitoria de la mutante T208A en linea estable de Fib-SNAP en

diferentes campos, mostrando los canales de DAPI, GFP, SNAP y un acercamiento. Microscopio
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Leica DM6000 aumento de 60X. Campos correspondientes a DAPI, 488nm, 555nm vy

acoplamiento.

Se realiz6 un analisis del tamafio y nimero de nucléolos por célula, tomando en cuenta
Unicamente las que estuvieran transfectadas por la mutante T208-GFP y Fib-SNAP. Los
resultados obtenidos se muestran en la figura 3.7, lo que sugiere que el nimero de

nucléolos se reduce como efecto de dicha mutante, haciendo que la mayor parte de los

nucleos analizados contengan entre 2 y 3 nucledlos, en general de gran tamafo, a

diferencia de los Unicamente transfectados por Fib-SNAP usualmente entre 4y 6.

Fibrilarina es esencial para la morfologia y crecimiento de células de mamiferos como
mencionan Amin y colaboradores en el 2007, por lo cual este sitio de interaccién con
calcio podria influir en la formacién de estructuras nucleolares o su localizacion en el CF o
CFD. En base al analisis se puede decir que el tamafio de los nucléolos también se ve
afectado, pues en las células que solo tienen la proteina silvestre estas estructuras son
mas pequefias, encontrandose aproximadamente en 7.99 um a diferencia de los
transfectados con la mutante con un promedio de 17.102 (figura 3.7), lo cual es una
diferencia considerable. Estos resultados apoyan la hip6tesis que esta mutante cambia la

morfologia y tamafio nucleolar e induce estrés en la célula.

s | Promedio 17.102
7
Min 4.056
Max 46.618

Figura 3. 7 Porcentaje de la cantidad de nucléolos en células transfectadas con T208A y tamafio

promedio de los nucléolos en células transfectadas con la mutante.

Para medir la intensidad de sefial en nlcleo y nucléolos de ambas sefiales se utilizo el

programa ImageJ Fiji para medir la intensidad de pixel y calcular de area de estas
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estructuras (Figura 3.8). Para esto se tom6 como objeto de estudio a uno de los nucleos

en los que se encontraba la sefial de fibrilarina silvestre y la mutante.

El &rea total del nucleo de la célula analizada es de 338.33 um2 y de 29.7 y 22.7 para los
nucléolos. Se realiz6 el establecimiento respectivo de escala y se tomoé una linea recta
que atravesara dichos campos para que el programa realizara el calculo de las zonas
sobre las que se dibujé. Los datos arrojaron que existe una diferencia entre la sefal e
GFP en nucleoplasma y nucléolos, representados por 2 picos de sefial en areas de 5.5um
a 9.7um y de 15.3 a 20.9 correspondientes a los nucléolos, confirmando las
observaciones previas (Figura 3.8).

Para evaluar la distribucion de la sefial se evalué la forma de los picos de sefial de ambas
fibrilarinas. El eje X corresponde a la distancia trazada por el programa, representada por
la linea amarilla que atraviesa el nicleo. Se puede apreciar que los picos de ambas
etiquetas comienzan en la misma &rea entre los 4 y 10 um para el 1 pico y entre 15y 21
para el segundo, correspondiente a los nucléolos.

Algo caracteristico de la sefial de GFP es que forma una especie de meseta, con una
intensidad maxima por encima de 60, en cambio fibrilarina silvestre se distingue por la
formacion de picos de sefial dentro de esta area, Fib-SNAP tiene estos picos de
intensidad alta en los que la sefial se encuentra entre 60 siendo la mas baja y la mas alta
en 140, en la imagen se puede apreciar que la linea atraviesa las zonas correspondientes
CF y CFD, zonas habituales para la localizacion de fibrilarina silvestre y es lo que puede

explicar estos picos de alta intensidad de sefial en zonas dentro del nucléolo.
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Figura 3. 8 Anadlisis de intensidad de pixel en nucléolos transfectados con mutante T208A
utilizando ImageJ Fiji. Analizando intensidad de pixel (eje Y) por &rea en pm (eje X) A) Intensidad
de sefal acoplada de Fib-SNAP y la mutante T208A-GFP B) Intensidad de sefial y localizacién de
Fib-SNAP C) Intensidad de sefial y localizacién de la mutante T208A-GFP.

3.1.9 Mutante D216N

La mutante D216N, esta implicada en una regién encargada de la interaccién con SAM
que es el sustrato utilizado para que fibrilarina lleve a cabo la metilacion, por lo que se
considera dentro de los sitios esenciales para el correcto funcionamiento de la proteina,
los sitios implicados en la interaccion con este sustrato estan en las posiciones 216,217 y
191,192 de fibrilarina (Rakitina et al., 2011). Este sitio se encuentra implicado en el
procesamiento de pre ARN ribosomal, en un estudio realizado en levaduras se contempla
a este sitio dentro de las mutaciones realizadas como necesarios para el correcto
procesamiento de este RNA, esta mutante D216N es equivalente en humanos de uno de

los sitios de las mutantes contempladas en ese estudio (Toiiervey et al., 1993).
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La eficiencia de transfeccion de esta mutante en lineas estables de Fib-SNAP fue buena,
considerando Unicamente la sefial correspondiente a la mutante, pero aquellas células
que presentan la sefial de la fibrilarina silvestre también son menores, aproximadamente
24% de un total de 168 células contabilizadas. Aun asi, estas células no muestran una
morfologia o tamafio anormales en nucleos o nucléolos comparado a las células que

Unicamente expresan fibrilarina silvestre.

A simple vista, la mutante se localiza en los nucléolos de forma normal, localizando con la
proteina silvestre, parecen existir 2 poblaciones; una en la que la mutante se acumula en
citoplasma y nucleoplasma, pero aun conserva una localizacion normal en nucléolos y
otra en la que la mutante se localiza como lo haria la silvestre y co localiza con ella.
Debido a que la sefial en la poblaciébn que se acumula en otros lugares ademas del
nucléolo es mas intensa, podria ser que se deba a la cantidad que expresa la célula y no

necesariamente a un fenotipo diferente.

Para realizar los estudios posteriores se seleccioné la poblacion con menor intensidad. Al
realizar un analisis de la intensidad de pixel no muestra diferencias cuando las sefiales de
ambas etiquetas colocarian pues se observan las estructuras en nucléolo propias de
fibrilarina silvestre y de un color naranja uniforme en estas, propio de la sefial

sobrellavada de ambas.

DAPI FIBRILARINA-GFP FIBRILARINA-SNAP ACOPLADO ACERCAMIENTO

Figura 3. 9 Transfeccion transitoria de la mutante D216N en condiciones normales de crecimiento

co localiza con Fib-SNAP por lo que no se aprecian cambios significativos en su localizacion.
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El tamafio promedio de los nucleos de las células transfectadas con la mutante y Fib-
SNAP fue de 387.32um de un total de 25 células contempladas en el conteo, lo cual no

dista mucho del promedio en las células con fibrilarina silvestre tnicamente (anexo 16).

En las graficas de las sefiales sobrelapadas se observa que la mutante se comporta
ligeramente diferente a la silvestre, la intensidad de sefial en el nacleo es mayor en la
mutante, aun asi, los picos de sefial que corresponden a los nucléolos son respetados por
ambas proteinas. Las sefiales mas fuertes para ambas sonde 4a 7 um, de 11 a 16 umy
de 18 a 22um indicando que la localizacion de la mayor parte de la proteina se encuentra

en el mismo lugar.

Si bien la intensidad de los picos mas altos no es la misma, la forma en que se presentan
dichos picos es muy similar, mimetizando la forma de proteina silvestre. Esto sugiere que
tienden a localizarse de la misma forma en los componentes nucleolares. Ambas
proteinas no son completamente iguales pero la similitud entre ellas sugiere que la

mutante podria ser una proteina funcional a pesar de la importancia del sitio mutado.

Intensidad@eBefal

OFib-GFPE
OFib-sNAPD

Fib-SNAPE

= Fib-SNAPEI

Fib-GFPQ

Fib-GFPEI

Figura 3. 10 Analisis de intensidad de pixel en mutante D216N. Analizando intensidad de pixel (eje

Y) por area en um (eje X).
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3.1.10 Ensayos de estrés por temperatura en mutantes de Fib-GFP en lineas
celulares estables Fib-SNAP

Para estos ensayos se comparé el comportamiento y localizacion de fibrilarina tanto en
condiciones fisiolégicas de crecimiento, a 37°C y 5% de CO2, como bajo condiciones de
estrés. Se utilizé un sistema de células con fibrilarina estable etiqueta de SNAP tefiido con
el compuesto TMR-star que se observa a una longitud de onda de 555 nm para poder
utilizar a la proteina silvestre como sensor de estrés y método de comparacion para la
identificacion de fenotipos en las mutantes. Para esto se realiz6 una exposicion a
condiciones de estrés de 2.5 horas a 45°C y 5% de CO2.

3.1.11 Andlisis de mutante GVF95AAA

Una de las mutantes analizadas se encuentra en un sitio conservado en diversas
especies, para la seleccién de esta mutante se realizé un alineamiento entre la secuencia
de aminoacidos entre HsFib, AtFibl, AtFib2, MmFib, y ScFib. De forma adicional se
localizaron estos sitios conservados en el programa CD3D, disponible en la pagina del
NCBI, para ubicar sitios en estructuras como horquillas que pudiesen ser esenciales para
el correcto plegamiento de la proteina. La mutante GVF95AAA, es una mutacion en la que
se cambiaron los aminoacidos en las posiciones 95, 96 y 97 por alaninas con la intenciéon

de afectar este sitio de aparente importancia en la estructura de fibrilarina.

Los analisis realizados bajo condiciones de crecimiento fisiolégicas muestran que esta
proteina se localiza en su mayor parte en el citoplasma, caracterizandose por la formacion
de estructuras o agregados. También se logra observar, por el color naranja en los
nucléolos, que existe co localizacion de las sefiales de la proteina mutante y fibrilarina
silvestre, asi como cierto grado de sefial en el nucleoplasma con menor intensidad (Figura
3.11).

De diferentes campos de la muestra se realizd una estimacion de la cantidad de ndcleos
transfectados de 184 células contabilizadas, obteniendo un porcentaje aproximado de
transfeccion de 13.5% y de este un 64% mostraba una morfologia anormal a la esperada
en células sanas y con crecimiento bajo condiciones fisiolégicas. Tomando en cuenta un

total de 11 nudcleos transfectados se obtuvo un promedio de area de 432.17 ym2 y
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respecto a los nucléolos un promedio de 13.23 um2 de 23 nucléolos evaluados (Anexo
17).

En el caso de los campos analizados de las células en condiciones de estrés el patron de
distribucion de la mutante es principalmente en el citoplasma y nucleoplasma a diferencia
de la fibrilarina silvestre que se puede observar en los nucléolos y estos a su vez tienen
un comportamiento esperado de disrupcion nucleolar, este efecto es producido por
diversos tipos de estrés entre los cuales se encuentra la temperatura alta. Este efecto se
caracteriza por la liberacién de proteinas nucleolares de este organélo y que pasen al

nucleoplasma.

La calidad de transfeccién de la mutante en comparacioén con las 2 mutantes anteriores
fue mas alta como un 36% de células que expresan la proteina mutante y de las cuales en
todas ellas se observa el mismo fenotipo en relacion a la localizacion de la proteina. Un
andlisis de diferentes campos de la muestra que el promedio de area de las células
transfectadas es de 229.08 um2, una observacion respecto a las células transfectadas es
gue estas muestran un nucleo mas pequefio que las no transfectadas con la mutante.
Para esto se realiz6 un andlisis de area de los nicleos que no expresan la mutante, los
cuales presentaron en promedio un area de 326.37 ym2, lo cual sugiere que la mutante

puede estar influyendo en el tamafio nuclear.
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DAPI FIBRILARINA-GFP FIBRILARINA-SNAP ACOPLADO ACERCAMIENTO

FIBRILARINA-GFP FIBRILARINA-SNAP

Figura 3. 11 Transfeccion transitoria de la mutante GVF95AAA (G95A, V96A, F97A) en

condiciones normales de crecimiento (panel superior) y en condiciones de estrés por temperatura a

45°C (panel inferior).

Se realiz6 un andlisis de intensidad de pixel en las células en condiciones fisiologicas en
las cuales se utiliz6 una de las células que tenian un fenotipo similar a la mayoria de las
células que expresaban la mutante y Fib silvestre. El tamafio de este es de 294.7 um?,
siendo algo mas pequefio que el promedio, pero se observa una deformacion en los
nucleos pues en lugar de ser una elipse muestra hendiduras en la periferia. En el caso de
los nucléolos no se observan cambios en el tamafio o morfologia con respecto a las
células que Unicamente tienen fibrilarina silvestre, el tamafio promedio de los nucléolos en
esta célula es de 11.2 ym?, cercano al promedio de los nucléolos evaluados en este

experimento.

La localizacion de fibrilarina silvestre se encuentra principalmente en los nucléolos, los
cuales son definidos por los picos de sefial de SNAP, la mutante también se encuentra
con un incremento de sefial en la misma longitud, de aproximadamente 1.1 a 4.5 ymy de
6.5 a 13 um como los 2 picos de més alta intensidad. Dentro de estas sefales de alta

intensidad se forman picos que representan la acumulacion de las proteinas en
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estructuras del nucléolo y aunque la mutante presenta mayor concentracién en nucléolos
como la silvestre, la localizacion dentro de los mismos es distinta y se aprecia gracias a
que las formas de los picos de alta intensidad de la mutante no tienen la misma forma.
Este comportamiento se repite en ambos nucléolos sobre los que pasa la linea de
medicion. Esto puede indicar que la sefial de fibrilarina no forma un barrido uniforme en
nucléolos y en cambio se forman estructuras diferentes. La intensidad més alta en Fib-
SNAP se encuentra cercana a 120 mientras que la mas alta para la mutante es alrededor
de 70 (Figura 3.12).

Tomando en cuenta la cantidad de proteina mutante en la célula, se puede observar una
gran cantidad en el citoplasma, lo que puede indicar que la mutacién produce un cambio
en la localizacién de la proteina o bien ser defectuosa y por lo tanto inducir un cambio de

morfologia nuclear.
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Figura 3. 12 Andlisis de intensidad de pixel de la mutante GVF95AAA en condiciones de

crecimiento normales a 37°C y 5% de CO2.

Se realizd un analisis de intensidad de pixel en una de las células que expresan la
mutante GVF95AAA en condiciones de estrés por temperatura tomando como base una
de las células con el fenotipo mas comun en los diferentes campos evaluados. El nicleo

tiene un area de 270.93 um2 y un tamafio promedio de nucléolos de 11.11 um2.
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En condiciones de estrés, la localizacion habitual de esta proteina deberia ser en nucleos
y nucleoplasma, pero en este caso se observa que se acumula en la periferia del nucleo
formando agregados de proteina y una sefial similar a un barrido en nucleoplasma y

citoplasma.

Un andlisis de intensidad de pixel en que se hizo pasar la linea de medicion sobre 3
estructuras nucleolares se pueden observar los picos de sefial correspondientes a
nucléolos localizados de 0.9 a 5.5 um, de 6.5 a 10.5 y de 12 a 15.7 um, definidos por Fib-
SNAP. Esto permite hacer una comparacion con la mutante, la cual parece no tener una
localizacién nucleolar, si no pequefios picos de sefal en el nucleo y a simple vista
parecen encontrarse sin un orden particular en él, ademas que la cantidad de proteina en

poca en comparacion a la localizada en la periferia (Figura 3.13).

Si se compara la localizacion de la mutante entre condiciones fisiologicas y de estrés, se
observa que la proteina esta considerablemente en menor cantidad en estrés ademas de
perder la localizacion marcadamente nucleolar que se observa en condiciones
fisiologicas. Al realizar una comparacion con la reaccion de la proteina silvestre sometida
a estrés, se puede decir que esta mutante sale de los nucléolos con una mayor rapidez
gue la silvestre. Lo que sugiere que es mas sensible a estrés para migrar al exterior del

nucléolo.
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Figura 3. 13 Analisis de intensidad de pixel de la mutante GVF95AAA en condiciones de estrés a
45°C Y 5 % de CO2.
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3.1.12 Andlisis de mutante K131E, A250P

Otra mutante que se disefi6 para este estudio es la K131E, A250P para la cual se utilizo
como base un estudio de mutantes de fibrilarina de levadura en la que estas mutaciones
resultaban letales para el crecimiento de las levaduras y generaban problemas para el
procesamiento de pre ARN ribosomal (Toiiervey et al., 1993), el objetivo fue dilucidar si
estos sitios, que son los equivalentes en la fibrilarina de humanos de dichas mutantes en

levadura, tienen el mismo o algun efecto en fibrilarina humana.

Se realizaron ensayos para la evaluacion de localizacion y comportamiento de la mutante
tanto en condiciones fisiol6gicas como de estrés por temperatura a 45°C para evaluar el
efecto de la mutante en ambas condiciones y determinar si existe un fenotipo determinado

usando la Fib-SNAP como punto comparativo.

Los ensayos realizados en condiciones fisiologicas mostraron aproximadamente un 17%
de células transfectadas tomando en cuenta diferentes campos y un total de 75 células.
De estas, el 84% tiene caracteristicas similares por lo cual podria ser el fenotipo que
presenta la mutante, contrastando con la localizacion esperada de la fibrilarina silvestre.
Las células presentan un area promedio de 395 um2 y la morfologia de estos es
aparentemente normal, asi como el tamafo, estructura y distribucién nucleolar en los

mismos (Anexo 18).

En condiciones fisiol6gicas la localizacion de esta mutante esta principalmente en el
citoplasma y se caracteriza por la formaciéon de agregados, lo cual contrasta con la sefial
de fibrilarina silvestre con etiqueta de SNAP, localizada principalmente en los nucléolos
formando estructuras caracteristicas del CF y CFD y a simple vista no parece estar
localizando con la mutante pues en a simple vista no se observa el color naranja tipico de

la localizacion.

En condiciones de estrés las muestras analizadas registraron un aproximado del 21% de
transfeccion en células estables, de las cuales el 61 % posee un fenotipo comin y un
tamafio promedio de los nucleos de 287.26 lo que evidencia una reduccién en el tamafio

de los nucleos en relacién a los experimentos en condiciones fisiologicas (Anexo18).

En fenotipo mas comudn en este ensayo es similar al de condiciones fisiolégicas en la

acumulacién de proteina en citoplasma, con la diferencia que aparentemente la proteina
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se difunde en la célula y la proteina en citoplasma se compacta alrededor del nucleo,
formando una especie de anillo. Cabe hacer notar que la fibrilarina silvestre tiene el
comportamiento esperado y la disrupcion nucleolar propia del estrés por altas
temperaturas, esto reafirma que la mutante tiene un fenotipo en condiciones de estrés

ligeramente distinto a la de condiciones fisiol6gicas (Figura 3.14).

DAPI FIBRILARINA-GFP FIBRILARINA-SNAP ACOPLADO ACERCAMIENTO

ACERCAMIENTO

DAPI| FIBRILARINA-GFP FIBRILARINA-SNAP ACOPLADO

Figura 3. 14 Transfeccion transitoria de la mutante K131E, A250P en condiciones normales de

crecimiento (panel superior) y en condiciones de estrés por temperatura (panel inferior).

Para saber como se comporta la mutante, se tom6 una célula representativa el fenotipo
gue se propone siguen la mayoria de las células que expresan esta mutante en el analisis
de intensidad de pixel. Lo que se demuestra con discos andlisis es la presencia, en
condiciones fisiolégicas, de un fenotipo muy particular por la ausencia casi absoluta de la
mutante dentro del nicleo en condiciones fisioldgicas en el cual la intensidad de sefial no
es mayor a 20 y no corresponde en la forma de los picos de Fib-SNAP que marcan las

estructuras nucleolares (Figura 3.15).
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Figura 3. 15 Analisis de intensidad de pixel de la mutante K131E, A250P en condiciones de

crecimiento.

En condiciones de estrés se puede apreciar que los nucleos se deforman por efecto de la
temperatura como sucede en gran cantidad de células transfectadas Unicamente con Fib-
SNAP, asi como la disrupcion de los nucléolos. Un aspecto que vale la pena sefalar es la
acumulaciéon de la proteina alrededor del nucleo y la aparente difusion de la misma en
toda la célula. Segun los datos obtenidos en el andlisis de intensidad de sefal de la
mutante unida a GFP es que la sefial con Fib-SNAP y de la mutante son equiparables, la
localizacién cambia en gran manera en relacion a las realizadas a 37°C, estas células
estresadas parecer estar en el area de los nucléolos, pero distan mucho de ser iguales en
forma o distribucién de la sefial con SNAP. Los picos de sefial de Fib-SNAP se
encuentran de los 3a 9 um, de 12 a 16.5 y de 18 a 21 um de la linea trazada en el ndcleo
para realizar las mediciones, los picos de sefal, que, en comparacion a la sefial mas baja
de la mutante, alrededor de 50, no son muy altos, se encuentran entre los 2y 11 um, 13y
17 pm y de 18 a 21 pm lo que se puede apreciar en la figura 3.16. Que la intensidad de
sefial mas baja en la mutante sea tan alta, comparandola con la silvestre, podria sugerir
que es debido a que la proteina se difunde en la célula sin localizacién especifica. A
diferencia de la silvestre ya no podria ser tomada como sensor de estrés o como

marcador de ndcleos transcripcionalmente activos pues su localizacion y probablemente
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su funcionalidad con o sin condiciones de estrés se verian comprometidas por efecto de la

mutacion.

OFib-SNAPE

OFib-GFPE

Figura 3. 16 Analisis de intensidad de pixel de la mutante K131E, A250P en condiciones de estrés.

45




CAPITULO Il

3.2 DISCUSION

Fibrilarina es esencial para la morfologia nuclear normal y el crecimiento celular, pues
ensayos realizados en los que se realiza la deplecion de fibrilarina en células de
mamiferos, se observa la deformacién de los nucleos pero la morfologia nucleolar parece
conservarse (Amin et al, 2007). Un efecto relacionado a la morfologia se pudo observar
en la mutante T208A de fibrilarina humana (HsFIB), en la cual se conserva la estructura
nuclear pero no la nucleolar, lo que sugiere que el calcio puede estar implicado en el
correcto funcionamiento y localizacion o tener influencia en la morfologia de los nucléolos.
Ademas de la localizacién anormal, se observa la reduccion del numero de nucléolos por
célula, lo que sugiere que este es un sitio de alta importancia y la mutacién produce, por si

misma, una condicion de estrés a la célula.

Otra mutante que tuvo un efecto considerable en la morfologia nuclear fue la GVF95AAA,
pues en gran parte de las células transfectadas se pudo apreciar una clara deformacion
nuclear, al estar mutada una region altamente conservada es posible que la proteina no
funcione adecuadamente. Como se pudo ver en el estudio de D. Kim & Wirtz, 2015 la
eliminacion de actina produce la relocalizacion de los componentes nucleares y la
deformacién de nucleos, es posible que esta proteina, mutante de fibrilarina, pierda su
funcionalidad o la capacidad de interaccionar con otras proteinas y afectar asi la

estructura nuclear.

Se sabe que fibrilarina esta involucrada en el complejo de transcripcién entre la RNA Pol |,
UBF y PIP2, una mutante de esta proteina que sea incapaz de formar parte de este
complejo afectaria el proceso de transcripcion y afectaria la divisién y crecimiento celular
(Sobol et al., 2013; Yildirim et al., 2013). En la mutante D216N se observa un porcentaje
de células transfectadas (24%) considerablemente mayor que el de la mutante
GVF95AAA (13.5%), esto podria deberse no necesariamente a la calidad de transfeccion,
si no a la supervivencia de las células transfectadas con las mutantes. Como se muestra
previamente en el andlisis de la mutante D216N, parece comportarse de forma similar a
fibrilarina silvestre, a diferencia de GVF95AAA que tiene un fenotipo particular diferente de

la silvestre.
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La mutante D216N parece comportarse como la fibrilarina silvestre, de acuerdo a la
evaluacién de cambios en las estructuras celulares parece no generar un gran cambio,
esto puede deberse a la sustitucion realizada. La mutacion realizada es de acido aspartico
por asparagina, que, si bien es una diferencia de cargas, de forma estructural, es similar,

lo que recae Unicamente en la sustitucion de un sitio hidroxilo por un sitio amino.

El nucléolo es considerado un sensor de estrés debido que en estas condiciones se
produce la redistribucién de proteinas ribosomales en el nucleoplasma por la disrupcion
de los nucleos (Sirri et al., 2008), una de estas es fibrilarina, que en el caso de las
mutantes GVF95AAA que estd en un sitio conservado entre diversas especies y se
encuentra en un horquilla en la estructura de fibrilarina, podria estar involucrada en el
correcto plegamiento y localizacion de la proteina, el efecto observado sugiere que esta
mutante es una proteina defectuosa incapaz de responder de manera normal al estrés ni
de localizarse nucleos o nucléolos igual que la proteina silvestre. Pero aun asi puede ser
que, como producto de la mutacién, se volviera mas sensible a ser exportada del

nucléolo.

La mutante K131E, A250P proviene de la equivalencia en humanos de una mutante en
fibrilarina de levadura (Nopl) (Toiiervey et al., 1993) que se decidi6 realizar para visualizar
su comportamiento en células humanas, mostrando ser una proteina aparentemente
defectuosa pues se localiza en citoplasma a diferencia de la silvestre (silvestre mostrada
en rojo) y tener un comportamiento anormal tanto en ausencia como en presencia de
estrés. A diferencia de la mutante GVF95AAA que tiene un bajo porcentaje de células
transfectadas, esta muestra una cantidad similar a la D216N, una posibilidad seria que
esta al no entrar al ncleo y ser una proteina defectuosa que se queda en citoplasma, no
interfiere con las funciones de la proteina silvestre, tanto endégena como la producida por
la linea celular con etiqueta de SNAP. Las observaciones realizadas en el estudio de
muestran que la mutacion es letal y detiene el crecimiento de las levaduras, pero a la

fecha no se tenian reportes del perfil de localizacion de la misma.

47




CAPITULO Il

CONCLUSIONES
-La linea celular estable Fib-SNAP es efectiva para comparar la fibrilarina mutante con
fibrilarina silvestre y establecer fenotipos para las mutantes.

-La mutante GVF95AAA afecta el funcionamiento y la localizacién de fibrilarina en la

célula.

- La mutante GVF95AAA provoca malformacion en nucleos y disminuye la supervivencia

de la célula.
-La mutante T208A provoca una localizacién inespecifica dentro del nucléolo.

-La posicion 208 es importante para la localizacion de fibrilarina en el componente fibrilar

y fibrilar denso, posiblemente por su interaccién con calcio en este sitio.
-La mutante D216N se comporta igual que fibrilarina silvestre.

- La mutante K131E, A250P es una proteina defectuosa, pues en condiciones fisiologicas

no entra al nucleo.

- La mutante K131E, A250P seria letal para la célula en caso de ser eliminada la fibrilarina

silvestre por completo.

48







50

CAPITULO Il




BIBLIOGRAFIA

Ai, L. S., Lin, C. H., Hsieh, M., & Li, C. (1999). Arginine methylation of a glycine
and arginine rich peptide derived from sequences of human FMRP and
fibrillarin. Proceedings of the National Science Council, Republic of China.
Part B, Life Sciences, 23(4), 175-180. Retrieved from
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10518318

Amin, M. A., Matsunaga, S., Ma, N., Takata, H., Yokoyama, M., Uchiyama, S., &
Fukui, K. (2007). Fibrillarin , a nucleolar protein , is required for normal nuclear
morphology and cellular growth in HeLa cells, 360, 320—326.
https://doi.org/10.1016/j.bbrc.2007.06.092

Boulon, S., Westman, B. J., Hutten, S., Boisvert, F. M., & Lamond, A. I. (2010).
The Nucleolus under Stress. Molecular Cell, 40(2), 216-227.
https://doi.org/10.1016/j.molcel.2010.09.024

Deogharia, M., & Majumder, M. (2018). Guide snoRNAs: Drivers or Passengers in
Human Disease? Biology, 8(1), 1. https://doi.org/10.3390/biology8010001

Jansen, R. P., Hurt, E. C., Kern, H., Lehtonen, H., Carmo-Fonseca, M., Lapeyre,
B., & Tollervey, D. (1991). Evolutionary conservation of the human nucleolar
protein fibrillarin and its functional expression in yeast. The Journal of Cell
Biology, 113(4), 715-729. Retrieved from
http://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi?artid=2288999&tool=pmc

entrez&rendertype=abstract

Kalinina, N. O., Makarova, S., Makhotenko, A., & Love, A. J. (2018). The Multiple
Functions of the Nucleolus in Plant Development , Disease and Stress
Responses, 9(February), 1-19. https://doi.org/10.3389/fpls.2018.00132

Kim, D., & Wirtz, D. (2015). Biomaterials Cytoskeletal tension induces the polarized

51




architecture of the nucleus. Biomaterials, 48, 161-172.
https://doi.org/10.1016/j.biomaterials.2015.01.023

Kim, S. H., Macfarlane, S., Kalinina, N. O., Rakitina, D. V, Ryabov, E. V, Gillespie,
T., ... Taliansky, M. (2007). Interaction of a plant virus-encoded protein with
the major nucleolar protein fibrillarin is required for systemic virus infection.
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of
America, 104(26), 11115-11120. https://doi.org/10.1073/pnas.0704632104

Lechertier, T., Grob, A., Hernandez-Verdun, D., & Roussel, P. (2009). Fibrillarin
and Nop56 interact before being co-assembled in box C/D snoRNPs.
Experimental Cell Research, 315(6), 928-942.
https://doi.org/10.1016/j.yexcr.2009.01.016

Lin, C. H., Huang, H. M., Hsieh, M., Pollard, K. M., & Li, C. (2002). Arginine
methylation of recombinant murine fibrillarin by protein arginine
methyltransferase. Journal of Protein Chemistry, 21(7), 447-453.
https://doi.org/10.1023/A:1021394903025

Loza-Muller, L., Rodriguez-Corona, U., Sobol, M., Rodriguez-Zapata, L. C., Hozak,
P., & Castano, E. (2015). Fibrillarin methylates H2A in RNA polymerase |
trans-active promoters in Brassica oleracea. Frontiers in Plant Science,
6(November), 1-11. https://doi.org/10.3389/fpls.2015.00976

Marcel, V., Ghayad, S. E., Belin, S., Therizols, G., Morel, A. P., Solano-Gonz??lez,
E., ... Diaz, J. J. (2013). P53 Acts as a Safeguard of Translational Control by
Regulating Fibrillarin and rRNA Methylation in Cancer. Cancer Cell, 24(3),
318-330. https://doi.org/10.1016/j.ccr.2013.08.013

Newton, K., Petfalski, E., Tollervey, D., & Caceres, J. F. (2003). Fibrillarin is
essential for early development and required for accumulation of an intron-
encoded small nucleolar RNA in the mouse. Molecular and Cellular Biology,
23(23), 8519-8527. https://doi.org/10.1128/MCB.23.23.8519-8527.2003

52




Pfister, A. S. (2019). Emerging Role of the Nucleolar Stress Response in
Autophagy, 13(April), 1-18. https://doi.org/10.3389/fncel.2019.00156

Rajamaki, M.-L., & Valkonen, J. P. T. (2009). Control of Nuclear and Nucleolar
Localization of Nuclear Inclusion Protein a of Picorna-Like Potato virus A in
Nicotiana Species. The Plant Cell Online, 21(8), 2485-2502.
https://doi.org/10.1105/tpc.108.064147

Rakitina, D. V., Taliansky, M., Brown, J. W. S., & Kalinina, N. O. (2011). Two RNA-
binding sites in plant fibrillarin provide interactions with various RNA
substrates. Nucleic Acids Research, 39(20), 8869-8880.
https://doi.org/10.1093/nar/gkr594

Rodriguez-Corona, U., Pereira-Santana, A., Sobol, M., Rodriguez-Zapata, L. C.,
Hozak, P., & Castano, E. (2017). Novel Ribonuclease Activity Differs between
Fibrillarins from Arabidopsis thaliana. Frontiers in Plant Science, 8(October),
1-10. https://doi.org/10.3389/fpls.2017.01878

Rodriguez-Corona, U., Sobol, M., Rodriguez-Zapata, L. C., Hozak, P., & Castano,
E. (2015). Fibrillarin from Archaea to human. Biology of the Cell, 107(6), 159—
174. https://doi.org/10.1111/boc.201400077

Shubina, M. Y., Musinova, Y. R., & Sheval, E. V. (2016). Nucleolar
Methyltransferase Fibrillarin : Evolution of Structure and Functions N terminal
domain. Biochemistry, 81(9), 941-950.
https://doi.org/10.1134/S0006297916090030

Sirri, V., Urcuqui-Inchima, S., Roussel, P., & Hernandez-Verdun, D. (2008).
Nucleolus: The fascinating nuclear body. Histochemistry and Cell Biology,
129(1), 13-31. https://doi.org/10.1007/s00418-007-0359-6

Snaar, S., Wiesmeijer, K., Jochemsen, A. G., Tanke, H. J., & Dirks, R. W. (2000).

Mutational analysis of fibrillarin and its mobility in living human cells. Journal of

53




Cell Biology, 151(3), 653—-662. https://doi.org/10.1083/jcb.151.3.653

Sobol, M., Yildirim, S., Philimonenko, V. V., Marasek, P., Castafio, E., & Hozak, P.
(2013). UBF complexes with phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate in
nucleolar organizer regions regardless of ongoing RNA polymerase | activity.
Nucleus (United States), 4(6). https://doi.org/10.4161/nucl.27154

Toiiervey, D., Lehtonen, H., Jansen, F., Kern, H., & Hurt, E. C. (1993).
Temperatura-sensitive mutations demostrate roles for yeast fibrillarin in
pre.rRNA processing, pre-rRNA methylation, and ribosome assembly. Cell
Press, 72, 443-457.

Yildirim, S., Castano, E., Sobol, M., Philimonenko, V. V., Dzijak, R., Venit, T., &
Hozak, P. (2013). Involvement of phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate in
RNA polymerase | transcription. Journal of Cell Science, 126(12), 2730-27309.
https://doi.org/10.1242/jcs.123661

54




ANEXOS

ANEXOS

Verificacion de obtencién de inserto de las células transformadas

A partir de la transformacién de células de E. coli en cepas BL21, Rosetta Gammi y Artic
con el plasmido con el inserto correspondiente a HsFib se realiz6 un miniprep para
corroborar que el pldsmido se encontrara presente. De esto se pudieron observar
fragmentos entre los 5000 y 7000 pb que corresponden al peso estimado del plasmido

con el inserto (Anexo 2).

a) [ b) - [T/ R
pPET-42a(+) —y PET-150 :
Asel
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Anexo 1 Vectores a utilizar a) Vector pet42b de expresion en bacteria b)vector de expresion en
bacteria pET15b con inserto de fibrilarina entre BamHI y Xhol c)Vector de expresion en células de
mamiferos con etiqueta de GFP d)Vector de expresion en células de mamiferos con etiqueta de

fluorescencia indirecta SNAP.
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Oligonucleotidos para generar mutantes de Hsfib
Se utiliz6 en programa NEBasechanger de New England Biolabs como base para realizar

los oligonucleotidos correspondientes a las mutaciones.

Posicion Secuencia
T208A FW caagaagagggcaaacatcattcc
Sitios de T208A RV gccaagttaatgaggtcac
interaccion con
calcio E289A FW gatgcaacaggcaaacatgaagcc
E289A RV tttttcacttcggaggcaaac
EF191RC FW ctatgcagtccgatgttcccaccgcetctggecg
Sitios de "EF191RC RV actagaccatccggacca
interaccion con
SAM DA216HG FW tgtgatcgagcatggtcgacacccac
DA216HG RV ggaatgatgttggtcctcttcttg
K143A FW cttccgcetccgctctagcagcagcaatc
K143A RV gggttccaggctcggtac
K265A FW gatctttgctgctgtggcccagce
Sitio catalitico
K265A RV acatccaccattgcgatgag
D236A FW gatttccattgctgccaactgcattg
D236A RV acaaagtgtcctccattac
Mutante 1.5 | K131E FW aggagatgacgaaattgagtacc
equivalente en
K131RV tccgaaatcgagactctc
humanos
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(Tollervey et al., | A250P FW ggccctgaatcctcacaccttce
1993)
A250P RV acaatccgggtctggtctgg
D179G FwW ccatgtctctggcatcgttggtc
Mutante 12 D179G RV gagaccgtggtgcccgag
equivalente  en po1gN FW tgtgatcgagaacgctcgacacc
humanos
(Tollervey et al., D216N RV ggaatgatgttggtcctc
1993)
N256G FW cttcctgcgtggaggaggacactttgtgatttc
N256G RV gtgtgggcattcagggccaca
R8K FW attcagtcccaaagggggtggctttg
R8K RV cctggcttcattcagttc
R15K FW ctttggcggcaaagggggctttgg
R15K RV ccaccccctttgggactgaatcc
R21K FW ctttggtgacaaaggtggtcgtggaggc
Mutantes para | R2Z1IK RV ccccectttgecgecaaagcec

evitar la
metilacion de

fibrilarina

R24KY R27K FW

ggcaaagggggctttggcgggy

R24K'Y R27K RV

tcctttaccacctttgtcaccaaagccc

R34K Y R36K FW

taaaggcggaggctitagaggtcgtgg

R34K'Y R36K RV

cctttgcceccgecaaagecc

R41K'Y R43K FW

taaaggacgaggaggaggtggag

R41K Y R43K RV

cctttaaagcctccgectcgace

R45K FW

aggtaaaggaaaaggaggaggtg
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R45KRV ttaaagcctccgectcga
R70K Y R72K FW taaaggtcggggaggaaaaaga
R70K Y R72K RV cctttgttgccaccagaatggaag
R74K FW aggtaaaggtaaaggaggaaaaagagg
R74K RV ttgttgccaccagaatggaag
R78K FW aggaggaaaaaaaggaaaccagtcg
R78K RV ttacctttacctttgttgccac
GVF95AAA FW tgctatttgtcgaggaaaggaagatgc
GVF95AAA RV gcagcctcatgccgatgecggctc
PGE113AAA FW tgcttcagtttatggagagaagag
PGE113AAA RV gcagcgaccaggttcttggtgac

Mutantes en WNP137AAA FW tgctttccgctccaagetagea

sitios

conservados WNP137AAA RV gcagcggctcggtactcaattttgtc
SHR193AAA FW tgcttctggecgtgacctcatt

Anexo 2 Listado de ol ggrt' ul:\c)l%a%ﬁdAéej ige\z{ﬁados para muta%%?]%g%a&frtg éas?rtlgdcoa;[:%?na})clé?g

KYR222AAAFW tgctatgctcatcgcaatggtg
KYR222AAA RV gcagcgtgtgggtgtcgagcatc

Estandarizacion de condiciones de reaccion de PCR para mutagénesis

Para estandarizar la reaccion de PCR para mutagénesis se analizaron 2 diferentes
polimerasas para evaluar con cual se tenia un producto amplificado. Las cantidades y
condiciones para el master mix fueron de acuerdo al protocolo sugerido para cada

polimesa utilizada y se sometieron al mismo programa en termociclador.
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Se obtuvo en las mutantes T208A y K143A un producto del tamafio similar al esperado
para el vector pstr-GFP-Fibrilarina con ambas polimerasas por lo que se decidi6é continuar
bajo estas condiciones y se seleccion6 a la enzima Hot start para continuar los
experimentos. El proceso de mutagénesis también se probo utilizando el vector pET42b
con fibrilarina WT.

T208A R8K K143A T208A R8K K143A T T
DT DT D.T H.S H.S H.S 5ul  10ul

Anexo 3 Pruebas con dos diferentes polimerasas. Comparacion entre Dream taq polimerasa y
Phusion Hot start polimerasa con 3 pares de oligonucleétidos en un gel de agarosa al 1% tefiido
con safe red. La reaccion total fue de 50 ul por lo que se cargaron 5y 10 ul de templado diluido en
1 en 50 ul de agua para evaluar si lo que se viera en el gel correspondia al producto o al templado
inicial.

Se realiz6 mutagenesis por PCR utilizando la polimerasa Phusion Hot start para las
deméas mutantes, bajo las condiciones ya mencionadas en materiales y métodos y se

obtuvieron tamafios de banda similares cercanos a los 6 mil pb para todas las mutantes
(figura 3.3).
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Anexo 4 Producto de pcr de mutagénesis con Hot start polimerasa. Gel de agarosa al 1% tefiido

con red safe.

Recircularizacion de plasmido y transformacion en e.coli
Para comprobar si la mutacion se realizo exitosamente se recircularizo el plasmido para
transformarlo en celulas E. coli para realizar una extraccion de plasmido y enviar a

secuenciacion.

Para esto se recircularizo y elimino la cadena vieja con la combinacion de las enzimas
kinasa, ligasa y Dnpl. Dicho producto se transformé en células competentes de E. coli y
se pusieron a crecer en placas de medio LB agar con kanamicina, a la que el plasmido
original tiene resistencia. Las colonias que crecieron se cultivaron en medio LB liquido y
se realizd6 un miniprerp para observar si el producto correspondia con el tamafio
esperado, al confirmarse, el ADN plasmidico se secuencio.
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D178G EF DA GVF PGE  WN# KYR
K131E D216N 191 216 95 113 137 222
K131E A250P D179G T208A N256G E2839A D216N N256G D236A Ki43A RC HG AAA AMA AAA AAA

10000
8000
6000
4000

- - G e G e e GED W W S W W -

Anexo 5 Miniprep de células E. coli transformadas con producto de PCR recircularizado. Gel de
agarosa al 1% tefiido con red safe. Las mutantes se encuentran en el plasmido pstr-GFP con el

inserto de fibrilarina coincidiendo con el peso estimado de este vector de entre 4 mil y 5 mil pb.

El producto de la extraccion de plasmido de la mutagénesis se envié a secuenciar
obteniendo los resultados especificados en el anexo 6.

8 R15K 19

K143A
Interaccio 1 T
n :doﬂ con 9 R15K, R21K Sitios cataliticos 20 D236A
10 R24K, R2TK
" £2804 4K, 21 K265A
1 R34K, RIBK
e 22 K131E
12 RA1K, R43K
3 WNP137RAA 23 AZ50P
metilacion 13
R41K, R43K, RA5K 24 K131E, A250P
4 PGE113AAN
14 R70K, R72K 25 N256G
Eis 5 GVFI5AAA 5 R7TOK, R72K, R74K Prmsan.::t:lm e % o176
conservados - - s
1 RTOK, R72K, R74K, & e
R78K
6 SHR193AAN 28 D179G,D216N
Interaccion i HG191RC D179G,D216N
con SAM - !
7 KYR222ZAAA 18 = N256G
DA216HG

Anexo 6 Lista de mutantes de fibrilarina confirmadas por secuenciacién en el vector pSTR GFP

para transfeccion.
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Induccion de proteinas

El tamafio de banda esperado es de 66 kDa debido a que la proteina se encuentra
acoplada a una etiqueta de GST de 29kDa. Se realizaron geles de acrilamida SDS-PAGE
al 12%. En gel se pueden ver una banda aumentada entre la columna de inducido y no
inducido a la altura por encima del marcador de 66.2, banda que se conserva en la
fraccion soluble y no soluble de la muestra inducida. La purificacién realizada con resina
de glutation sefarosa muestra, en las columnas correspondientes a las eluciones de la 2 a
la 4 una banda conservada por encima de los 66.2, asi como otras bandas por debajo de
45 kDa.

Se realizé un western blot con las mismas muestras incubado con anticuerpo contra
HsFib y el film resultante muestra una sefial que corresponde a la banda por encima de
los 66.2 en los carriles correspondientes a la elusién 2, 3, 4 y la resina, porque podemos

asumir que es la correspondiente a fibrilarina.

kba M NI FS Fl FT El E2 E3 E4 R
200 '

116.2
97.4

66.2 e — e -

45

31 -

Anexo 7 Purificacion e inmunodeteccién de HsFib. Izquierda. Se muestra la purificacion de HsFib
en orden de NI (o inducido), FS (fraccion soluble de inducido), FI (Fraccion insoluble), FT (flow
through) y las elusiones correspondientes de 1 a la 4 y la resina. Purificacion con resina de
Glutation sefarosa. Derecha. Western blot de la purificacion vista a la izquierda. Se sefiala con una

flecha la banda correspondiente a HsFib.

Purificacion de proteinas recombinantes

Debido a que la proteina cuenta con dos etiquetas de histidinas adicional a la etiqueta de
GST se utilizé una resina con afinidad de Ni. En el gel de la izquierda se aprecia un patrén
de bandeo en la que sobresale una banda por encima de los 66.2 kDa en la columna
correspondiente a la muestra inducida y el flow through, en las columnas
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correspondientes a las elusiones de la purificacion esta banda se conserva, a diferencia
de la purificacién con glutation, en esta se aprecia una menor cantidad de bandas
adicionales a esta y de menor intesidad entre 31 y 45 kDa. A partir de la elusion numero
3, que fue la banda més intensa, se realiz6 una purificaciébn con resina de glutation
sefarosa (gel a la derecha) en que se observan las elusiones producto de la purificacion
tienen menor intensidad que la purificacion anterior pero las bandas adicionales a la

esperada arriba de 66.2 kDa ya no se aprecian.

kba M | FT El E2 E3 E4 5 E6 R kba M | FT El E2 E3 E4 E5 E6 R
200 200
452 i
66.2 P A = 66.2 —
a5 as
31 31
215 215

Anexo 8 Purificacién de HsFib con dos resinas. lzquierda Purificacion de HsFib con resina de
afinidad a Niquel con fraccion soluble de cultivo inducido, flowtrhu y las elusiones correspondientes
de la 1 ala elusién 6 y la resina. Derecha. Purificacion con resina de glutation sefarosa de HsFib a

partir de la elusion 3 de la purificacién con resina de Niquel.

Extraccion de RNA de inflorescencias de brocoli

La extraccion de RNA se visualizé en un gel de agarosa al 1% y se realizaron por
duplicado, en este se puede observar las bandas correspondientes a 18S y 28S con
intensidad y una sefial arriba de 100 kb que se estima corresponde a 5S.
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2000-

1650- 285

1000-
850-

18S

100-

Anexo 9 Purificacion de RNA. Realizado con kit innu prep plant RNA en la que se pueden ver las

bandas correspondientes a 28S y 18S Gel de agarosaal 1% tefiido con bromuro de etidio.

Ensayo de actividad RNAsa con HsFib

Se realizd un ensayo de actividad RNasa con la proteina HsFib en la que se compraron
condiciones en ausencia y presencia de calcio. En el carril correspondiente al control no
se incluyd la proteina y en esta aln se aprecian las bandas 18S y 28S, en los siguientes 3
carriles se adicionaron cantidades crecientes de la proteina en ausencia de calcio, en las
se observa que la actividad RNasa aumenta. En los ultimos 3 carriles se adicionaron
cantidades crecientes de HsFib en presencia de calcio. Se puede apreciar que en los 3
ultimos carriles la actividad degradativa es mayor, por lo que podemos pensar que la

presencia de calcio aumenta la actividad RNasa de fibrilarina.

10




ANEXOS

RNA/Buffer 10 10 10 10 10 10 10
Fib - 2 4 6 2 4 6
1mM Ca - - - 2 2 2
Buffer 10 8 6 4 6 4 2

3000-

2000-
1650-

1000-
850-

Anexo 10 Ensayo de actividad RNAsa de HsFib. Utilizando cantidades crecientes de la proteina y

en condiciones con ausencia y presencia de calcio y utilizando un control sin la proteina.

Mutantes de fibrilarina en vector de expresion en bacterias

Se realizaron ensayos para la obtencion de mutantes en un vector de expresién en

bacteria, para esto se tomaron en cuenta 2 alternativas, las cuales son la técnica de

plasmido completo y la amplificacién del fragmento correspondiente a la proteina de las

mutantes previamente obtenidas y su posterior subclonacion.

El producto del método de plasmido completo se observa en el anexo 7, con la

comparacion del plasmido petl5b+fib y la mutante GVF95AAA en vector de expresion en

bacteria.
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PET15bR pET15b pET15bEAR
vacioll +@HsFiblE GVF95AAAR

10000I
8000

6000

40001

Anexo 11 Miniprep de células E. coli transformadas con producto de PCR recircularizado. Gel de
agarosa al % tefiido con red safe. Las bandas mas abundantes se encuentran entre los 6 mil y 8

mil pH lo cual coincide con el tamafio esperado para el plasmido pET15b.

Para la expresion en bacteria se considerd también el plasmido petl5b para el cual se
tomaron 2 estrategias posibles, la mutagénesis por plasmido completo y la subclonacion
del vector para transfeccion EGFP al vector de expresion petl5b para el que se disefiaron
oligos para amplificar el fragmento y utilizar las enzimas BamHI y Xhol como se muestra
enelanexo 11y 12.

12
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-
3000
Primers para amplificacion de fibrilarina 1500
Primer Secuencia5’-> 3’ . -
fwfib GGATCCATGAAGCCAGGATT
rvfib CTCGAGTCAGTTCTTCACCT

Anexo 12 Oligonucledtidos para amplificar el fragmento de fibrilarina y fragmento amplificado. Los
oligos fueron disefiados para flanquear fibrilarina y en el gel se puede observar una banda cercana

a mil pb. Ambas bandas corresponden a HsFib. Gel de agarosa al % tefiido con red safe.

Analisis del tamafio de nucleos de mutantes de fibrilarina y silvestre

Para la obtencion de mutantes en el vector de expresién en bacteria, se implement6 de
forma adicional el método de mutagénesis por plasmido completo.

Label Area
1 155.726
2 191.696
3 293.956
4 343.728
5 311.181
6 385.481
7 450.21
8 288.441
9 456.854
10 379.69
11 341.65
12 247.884
13 399.39
14 350.793
15 492,252
16 372.72
17 272.383
18 267.584
19 271.143
20 532.151
21 500.125
22 240.789
23 292.346
24 220.402
25 253.326
26 Mean 332.476

Anexo 13 Andlisis de tamafio de nucleos de fibrilarina silvestre en condiciones fisiol6gicas de

crecimiento, ejemplo del tipo de células que se analizaron para el estudio.
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Label Area
1 175.212
2 232.964
3 273.631
4 321.515
5 372.02
6 253.954
7 680.337
8 416.562
9 245.152
10 246.974
11 291.442
12 218.694
13 211.628
14 214.691
15 207.103
16 242.328
17 192.519
18 366.034
19 303.798
20 216.996
21 329.757
22 199.223
23 181.156
24 236.744
25 220.585
26 Mean 274.041

Anexo 14 Andlisis de tamarfio de nucleos de fibrilarina silvestre en condiciones de estrés a
45°C, ejemplo del tipo de células que se analizaron para el estudio.
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Label Area
1 405,630
? 433,299
3 234.979
4 318373
5 265.643
5 21963
7 419.036
8 383.75
9 280.151
10 158.355
11 552.73
12 561,167
13 344,618
11 236152
15 238,132
15 519,138
17 534.125
18 458,419
19 273.138
20 236.529
21 316,069
22 328926
23 328.221
21 213,761
25 280.296
20 Mean 352,585

Anexo 15 Andlisis de tamafio de nlcleos en transfecciones de la mutante T208A. Se tomaron en
cuenta nlcleos completos utilizando el programa ImageJ que realiz6 en célculo de forma

automéatica tomando en cuenta la escala correspondiente y una delimitacion de area manual.
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Label Area
1 521.188
2 541.401
3 349.053
4 229.079
5 227.341
6 446.857
7 315.365
8 389.913
9 444,901
10 387.561
11 361.493
12 367.604
13 422.607
14 494.913
15 525.254
16 363.33
17 373.065
18 437.802
19 350.458
20 445.211
21 327.959
22 361.058
23 343.968
24 299.577
25 356.208
26 Mean 387.327

Anexo 16 Andlisis de tamafio de nlcleos en transfixiones de la mutante D216N. Se tomaron en
cuenta nucleos completos utilizando el programa Imaged que realiz6 el célculo de forma

automatica tomando en cuenta la escala correspondiente y una delimitacién de area manual
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ANEXOS

GVFI5AAA 3T2C GVFI5AAA 452C
Area Area

1 294.746 1 274803

2 261.599 2 247 958

3 237.78 3 241.325

4 425.03 4 242361

5 5B6.98 5 289.866

] 550,356 6 168.742

7 500.411 7 191.248

8 425,959 8 249.299

9 376.601 g 209.142

10 563.306 10 170.511

11 531.135 11 171.586

12 245,937

432172091 13 247 BES

14 128.906

15 314.779

16 265.592

17 296674

18 166 873

229.081

Anexo 17 Mediciones de tamafio de nucleos para el andlisis del area promedio de los ndcleos en

la mutante GVF95AAA en condiciones fisiolégicas y condiciones de estrés a 45°C.
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ANEXOS

K131E, AZ50P 372C K131E, A250P 452C

Area Area
1 491977 1 329751
2 306.933 2 384.825
3 212.735 3 363611
4 413629 4 244.801
S 757.449 5  253.475
6 347.7 6  165.857
7 322928 ’ 270
8 485895 8 226.143
9 1056366 ? 0075
10 243.547

10 203.009

9 2c29 11 228.44
12 212.545
13 194.51
355.138 14 361,969
15  183.904
16  316.806
17 574374
18 315.532
287.269

Anexo 18 Andlisis del tamafio promedio de nucleos transfectados con la mutante K131E, A250P

en condiciones de crecimiento fisioldgicas y en condiciones de estrés a 45°C.
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