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Resumen

Resumen

El nucléolo es una estructura compleja, donde se lleva a cabo la sintesis del ADNr. Dentro
de estas estructuras, se encuentran los ARN pequefios nucleolares (SnoRNA) que tienen
la funcién de metilar el grupo 2’ hidroxilo de la ribosa del ARNr o de realizar la conversion
de uridina en pseudouridina (pseudouridilacion). Los snoRNA son moléculas de ARN que
varian su longitud, que pueden ir desde 60 a 300 nt, inclusive existen mayores a los 500
nucleétidos de longitud, estas moléculas forman parte de los ARN no codificantes, es
decir, que son transcritos que no seran traducidos a proteinas. Los ARN largos no
codificantes son moléculas de ARN mayor a 200 nt de longitud y que no tiene como
producto proteina, sin embargo, a pesar de que no son proteinas cumplen un rol

importante en la regulacion de la expresion génica.

En este trabajo nos enfocamos en aquellos ARNs largos no codificantes (INcCRNA) que
interaccionan con el fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato (P1(4,5)P2 o PIP2). Estos IncRNA
pueden ser snoRNAs mayor de 200 nucleétidos de longitud, esto de acuerdo con la
clasificacion de Amin y colaboradores.

En este proyecto se identificaron ARNs no codificantes que interaccionan con el
fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato. Asi mismo, también se logré identificar por analisis de
secuencias, que los ARNs snR11 y snR63 tienen un posible motivo de unién a

fosfoinositidos.




Abstract

Abstract

The nucleolus is a complex structure, where the synthesis of rDNA takes place. Into these
structures, there are small nucleolar RNAs (snoRNA) that have the function of methylating
the 2 'hydroxyl group of ribose of rRNA or of carrying out the conversion of uridine to
pseudouridine (pseudouridylation). SnoRNAs are RNA molecules that vary in length,
which can range from 60 to 300 nt, there are even more than 500 nucleotides in length,
these molecules are part of the non-coding RNAs, that is, they are transcripts that will not
be translated to proteins. Long non-coding RNAs are RNA molecules greater than 200 nt
in length and which do not have a protein product, however, although they are not
proteins, they play an important role in the regulation of gene expression.

In this work, we focus on those long non-coding RNAs (IncRNA) that interact with
phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate (Pl (4,5) P2 or PIP2). These IncRNAs can be
snoRNAs greater than 200 nucleotides in length. In the present study, non-coding RNAs
that interact with phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate were identified. Likewise, it was
also possible to identify by sequence analysis that snR11 and snR63 RNAs have a
possible phosphoinositide binding motif.
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El nucléolo es una estructura prominente dentro del ndcleo de las células eucariotas. El
nucléolo estd formado por diversas proteinas, lipidos y ARNs. En este lugar se lleva a
cabo la sintesis de ADNr, el procesamiento y el ensamblaje de las subunidades
ribosomales. El pre-ARNr transcrito por la ARN polimerasa | sufre modificaciones en sus
nucleétidos, tales como la metilacion de la 2-O-ribosa del pre-ARNr o la conversion de la
uridina a pseudouridina, esto llevado a cabo por ARNs pequefios nucleolares que es un
tipo de ARN no codificante que contiene secuencias conservadas como la caja C/D y la
caja H/ACA que juntos a proteinas especificas forman las ribonucleoproteinas pequefias
nucleolares (SnoRNPs).

Los ARN no codificantes se dividen en dos clases: los ARN pequefios o cortos (<200 nt) y
los ARN largos (>200 nt). Los ARN largos no codificantes son moléculas diversas ya que
se transcriben de diversas partes de ADN, el mecanismo de accién, funcion y estructura
son diferentes para cada una de ellas, inclusive existe algunos INncRNA que surgen de los
snoRNAs (Zimta et al., 2020). Los ARN largos no codificantes (LhcRNA) son moléculas de
ARN que no son traducidos a proteinas, sin embargo, a pesar de no ser proteinas se tiene
evidencia que participan en la regulacion de la expresion de diversos genes. Hasta hoy en
dia se conoce que aproximadamente el 80% del genoma en mamiferos es transcrito en
regiones no codificantes (Run-Wen Y., et al 2019). El uso de las nuevas plataformas
bioinformaticas y de la secuenciacibn de nueva generacién ha permitido un analisis
preciso de estructuras secundarias que forman dichos ARNSs, esto proporcionando aun
mas evidencia de como los IncRNAs pueden interactuar con otras moléculas. Los INcCRNA
desempefian un papel importante en la interaccién con diversas moléculas por ejemplo
IncRNA-Proteina, IncRNA-ARN, IncRNA-ADN inclusive poco se sabe sobre la interaccion
IncRNA-Lipido. En el 2017 Lin et al encontraron un ARN largo no codificante de nombre
LINK-A que interaccionaba con el fosfatidilinositol 3,4,5-trisfosfato (P1(3,4,5)P3) que
facilitaba el reclutamiento de AKT a PI(3,4,5)P3.

El fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato (Ptdins(4,5)P2 o PIP2) es una clase de lipido que regula

diversos procesos biologicos dentro la célula. Se localiza principalmente en la membrana
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plasmética al igual que dentro de las motas nucleares, nucleo y nucléolo. Ptdins(4,5)P2 es
una molécula clave en la via de sefializacion celular que funciona como regulador de
diversos procesos biolégicos. En el 2013 Yildirim et al demostraron que al agotarse
PtdIins(4,5)P2 en extracto nuclear de células HeLa hay una disminucion de la transcripcion
de la ARN polimera I. De igual manera se conoce la unién de Ptdins(4,5)P2 a fibrilarina, la
cual coordina la union fibrilarina al preARNr en el centro fibrilar y el componente fibrilar
denso mas no en el componente granular, debido que este compartimiento es donde se
ensamblan las subunidades ribosomales, sin embargo, se desconoce si dentro de este
complejo PtdIns(4,5)P2-fibrilarina-preARNr se estén uniendo de manera directa los
snoRNAs. En este trabajo se identificaron aquellos ARNs largos no codificantes que se
encuentran interaccionando con PtdIns(4,5)P2, lo cual proporcionaria informacién valiosa

sobre los procesos de la transcripcion del ARNT.
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CAPITULO |
ANTECEDENTES
1.1 Nucléolo

El nucléolo es una estructura carente de membrana, se localiza dentro del nucleo y su
principal funcion es la sintesis de ARNr y la biogénesis ribosomal (Spector,1993), sin
embargo, existe evidencia de que el nucléolo también cumple con otros papeles
importantes tales como respuesta al estrés bidtico y abibtico, el desarrollo y el
envejecimiento, la senescencia, la regulacion del ciclo celular, el crecimiento, el
ensamblaje de particulas ribonucleoproteinas, silenciamiento génico. El nucléolo al ser
una estructura dinamica se encuentra formada por un conjunto de secuencias en tAndem
de genes de ARNr al cual se le denomina regiones organizadoras nucleolares (NOR)
(Boisvert et al., 2007).

1.1.1 Organizacion nucleolar

Dentro del nucléolo de células mamiferas y de levadura se encuentran al menos tres
estructuras funcionales definidas como:centro fibrilar (FC), componente fibrilar denso
(DFC) y el componente granular (GC) (Trumptel et al., 2000). En los nucléolos de plantas
se pueden observar adicionalmente vacuolas nucleolares (NoV) (Figura 1.1.1). En FC se
realiza la transcripcion del ADNr, en el DFC se lleva a cabo el procesamiento del nuevo
transcrito (escision de pre-ARNr, modificacion de ciertas bases), la incorporacién del
ARNr maduro continua en el DFC y GC. En el GC se lleva a cabo la maduracién de las

subunidades ribosomales.
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Figura 1.1.1 Organizacion estructural de los nucleolos en células animales y

vegetales. En los nucléolos de células vegetales se pueden observar vacuolas

nucleolares (NoV) FC: centro fibrilar,

GC: Componente granular, DFC:

Componente fibrilar denso, TS: sitios de transcripcion. Modificado de Shaw y

Brown (2012)

1.2 Motas nucleares

Las Motas nucleares son un grupo de pequefios cuerpos de intercromatina de

aproximadamente 20 — 25 nm de diametro y se encuentran enriquecidos de factores de

corte y empalme del pre-ARNm, snRNP, proteinas SR, factores de transcripcion, factores

del procesamiento del extremo 3’ inclusive quinasas y fosfatasas (Spector y Lamond

2011; Lamond y Spector 2003). Estos grupos se encuentran ubicados principalmente en

el nucleoplasma en células de mamiferos.

Las motas nucleares durante el ciclo celular se separan al inicio de la mitosis y se

ensamblan a lo largo de la fase G1. Durante la mitosis las proteinas localizadas en dentro

de las motas se tienden a disgregar hacia el citoplasma, donde se ensamblas en granulos

de intercromatina mitética durante la metafase hasta la telofase. Antes de que se lleve a
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cabo la formacién de motas nucleares, los factores de empalme que son ricos en serinas

y argininas colocalizan cerca de los parches asociados a NOR (NAP).

Las enzimas quinasas y fosfatasas encontradas en las motas nucleares indican la
presencia de fosfatidilinositol, lo que es importante para la funcién de los granulos de
intercromatina, ya que el fosfatidilinositol participa en la regulacién de la expresion génica.
La polimerasa poli (A) que es regulada por fosfatidilinositol 4-fosfato 5-quinasa tipo 1 alfa
fue localizada en las motas nucleares donde procesamiento el extremo 3’ del pre-ARNm
fue incitado por PI(4,5)P2.

Existen diversas quinasas y fosfatasas que ayudan a fosforilar / desfosforilar diversos
componentes de la maquinaria de corte y empalme que se han localizado cerca de la
periferia de las motas nucleares. Las proteinas quinasa Clk / STY y hPRP4 son una
familia de quinasas que se encuentran involucradas en la fosforilacion y se han
identificado por su papel en el corte y empalme del pre-ARNm. La proteina CIk / STY
cuenta con una regién N-Terminal no catalitica rica en serina / arginina que le es de
importancia ya que le sirve para asociarse con factores de corte y empalme. Ko y
colaboradores en el 2001 identificaron una quinasa que se ubicaba en las motas
nucleares llamada CrkRS que fosforila el dominio C-terminal de la ARNpolll in vitro lo que
hace pensar que la fosforilacion y desfosforilacion es necesario para el intercambio de
factores de corte y empalme. Mientras que la proteina quinasa hPRP4 puede interactuar
directamente con Clk mediante su extremo C-terminal. La sobreexpresion de Clk provoco

gue Hprp4 que se encontraba en las motas nucleares se distribuyera en el nucleoplasma.

El fosfatidilinositol fosfato quinasa (PIPK) son proteinas que participan fosforilando los
fosfoinositidos y estas quinasas se han localizado en las motas nucleares. Se detecto
mediante anticuerpo la presencia de fosfatidilinositol bisfosfato nuclear. La localizacién de
estos fosfatidilinositoles es cambiante ya que PIPK y PIP2 se reorganizan con otros

componentes de las motas nucleares esto tras la inhibicion de la transcripcion del ARNm.

Diversos estudios han identificado ARNs no codificantes en las motas nucleares entre
ellos se encuentra los ARN nucleares pequefios (SNnRNA) y ARN largo no codificante
(IncRNA). La transcripcion 1 de carcinoma pulmonar asociado a metastasis de ARN largo

no codificante (MALAT1) de aproximadamente 7.5 kb de longitud, la cual se une con
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multiples factores de empalme ricos en serinas/ argininas en el extremo 5’ del IncRNA. La
localizacién de MALAT1 en las motas nucleares va a depender las proteinas que se unan
a este ARN (Miyagawa et al 2012).

1.3 ARN no codificante

El ARN no codificante (ncCRNA por sus siglas en inglés), se le conoce como aquella
molécula de ARN que no codifica para proteina. Estas moléculas de ARN son demasiado
abundantes y juegan un papel importante en los procesos celulares. Los ARN no
codificantes tienen la funcién de regular la expresion de genes a nivel transcripcional o

postranscripcional.

Hoy en dia existen diversos tipos de ARN no codificante que en su mayoria se encuentran
estrechamente ligado a procesos epigenéticos. Los ARNs no codificantes se dividen en
dos grandes grupos (Figura 1.3); los ARN no codificantes cortos de longitud menor de 200
nt y los ARNSs largos no codificantes (LncRNAS) con longitud mayor de los 200 nt. Entre
estos diferentes tipos de ARN no codificantes cortos se encuentran los Micro ARNs
(miRNA), ARNs asociados a Piwi (piRNA), ARN pequeiios de interferencia (SiRNAs), ARN
pequefio nuclear (snRNAs), ARNs pequeiios nucleolares (snoRNAs) y ARN largos no
codificantes (INcRNAs) (Amin et al., 2019).

[ ARN no codificante ]

Longitud <200 nt Longitud >200 nt

!

[ ARN largo no codificante ]

ARN pequefio no
codificante

Localizacion Mecanismo de
[ Reguladores ] [ Intrénicos ] [ Gene ] po—— [ accion ] [ Estructura ]
3 I ¥ ¥
X ¥ ¥ « Sefial
. n::sl\ll\l: « Grupo rRNA sn/snoRNA « Sentido + Guia + Lineales
p'RNA intrénico 111 + Antisentido « Andamio » Circulares
si l l + Intergenicos + Sefiuelo
+ Intrénicos
+ TRNA (5s, + CID box
5.8s) + H/ACA box
* Sn/SnoRNA + scaRNA

Figura 1.3. Esquema general de la diferencia ente ARNs no codificantes largos
y cortos. Existen algunos ARNSs ribosomales y ARNs nucleares / nucleolares

pequefios que son mayores a 200 nucleétidos (marcado en rojo). Modificado
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de Amin et al., 2019

1.4. ARN largo no codificante

Los ARN largos no codificantes (INcCRNA por sus siglas en inglés) son moléculas de ARN
transcritas que comprenden una longitud mayor a los 200 nucleétidos que no codifican
proteina. La transcripcion de los INcRNA es dada por la ARN polimerasa Il (ARN pol Il) (Du
Mee et al 2018), la mayoria de los transcritos de IncCRNA tienen una capucha de
metilguanosina que se encuentra en el extremo 5’ y una cola poliadenilada en el extremo
3.

Los ARN largos no codificantes son muy diversos y bastante numerosos, inclusive el
namero de estos transcritos en humanos supera el nimero de genes que codifican para
proteinas y se estima que abarcan cerca de 30,000 transcritos en humanos (Grixti y
Ayers, 2020). El descubrimiento de un gran nimero de transcritos largos no codificantes
continla aumentando esto gracias a los avances de secuenciacibn de ARN y a las

técnicas de prediccién computacional (Guttman et al 2009).

El analisis bioinformatico y transcriptbmico han demostrado que entre el 75 y 80% del
genoma en los mamiferos se transcribe de manera especifica en una regidon no
codificante por lo cual solo una pequefia parte se transcribe y se traduce en una proteina
(Djebali et al 2012; Run-wey et al 2019).

La mayoria de las funciones de los INncCRNA es desconocida pero los mecanismos de
accion de algunos IncRNA si se conocen (Quinn et al., 2016). Hoy existen estudios que
indican que los IncRNA contribuyen a la regulacion de la expresion génica, tales como la

modificacion de la cromatina, la transcripcion y el procesamiento postranscripcional.

1.4.1. Funcidn bioldgica de los ARN largos no codificantes

A pesar de que los IncRNAs son similares a los ARN mensajeros (ARNm) estos son
menos conservados evolutivamente y contienen menos exones en comparacion con los
ARNm (Run-Wey, 2019). Estas moléculas tienen un papel importante en diversos

procesos biolégicos por ejemplo apoptosis, autofagia, ciclo celular, proliferacion, etc
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(figura 1.4.1.) inclusive en la remodelacién de la arquitectura de la cromatina, las cuales le
permites regular la organizacion del genoma a diferentes niveles. En los mamiferos
hembras la inactivacion del cromosoma X ocurre un silenciamiento en uno de los dos
cromosomas X durante el desarrollo embrionario. Algunos IncRNA han tenido sus
funciones definidas y se ha demostrado que se encuentran involucrados en procesos de

regulacién de genes, por ejemplo:

¢ Moadificacion y estructura de la cromatina

e Regulacion de eventos de procesamiento de ARN como empalme, edicion,
localizacién, traduccion y rotacion/degradacion

e Modulacion de la regulacién de microARN

e Silenciamiento de genes a través de la produccién de ARNip endbégeno (endo-
SiRNA)

¢ Facilitacion de la formacion del complejo de ribonucleoproteinas

; Apoptosis
Autofagia PTENP1,TU
H19 G1,MALAT1,
N1LR
Angiogénesis Proliferacién
ANRIL PCNA-AS1
LncRNAs
Procesos
Cincer biologicos
HOTTIP

Ciclo celular
MALAT
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Figura 1.4.1. Procesos bioldgicos de los LncRNAs. Modificado de Dahariya, S
et al., 2019

1.4.2 Estructura secundaria de los ARNs largos no codificantes

Los ARN son moléculas flexibles que adoptan una estructura secundaria compleja. La
estructura de los INncRNAs puede desempefar un papel importante en el funcionamiento
en la interaccion INcRNAs y otras moléculas. Los andlisis estructurales han proporcionado

una compresiéon de la maquinaria de accién de los IncRNAs.

1.4.3 Prediccion de las estructuras de ARN in silico

La mayoria de los IncRNA han sido identificados gracias a los resultados de RNA-seq.
Las herramientas utilizadas para predecir estructuras secundarias se basan en la energia
libre de cada estructura. Algunas de las herramientas bioinformaticas para predecir

estructuras mas utilizadas es RNAfold, Mfold y CentroidFold y RNAstructure.

1.4.4 Base de datos de los ARNs largos no codificantes

Los IncRNA han sido identificados y se han descrito en diversas bases de datos, las
cuales proporcionan anotaciones muy complejas como informacién de la ubicacién y la
especificidad del tejido hasta la secuencia de esta. A continuacion, se adjunta una lista de
las principales bases de datos de los INCRNA (Tabla 1.4.4).
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Tabla 1.4.4. Principales bases de Datos de IncCRNA

Mapa del cuerpo Humano Un conjunto de referencia lincRNAs
humano
ChlIPbase Varios (incluido humano Un recurso para la regulacion
y raton) transcripcional de IncRNA y los
perfiles de expresibn de ncRNA
(IncRNA, microRNAs, etc.)
NONCODE Varios (incluido humano Una gran base de datos IncRNA que
y ratén) integra varias bases de datos y
referencias
INcRNAdb Varios (incluido Humano Una base de datos de LncRNA con

y ratén)

funcién biolbgica o reguladora

Base de datos de
expresion de INcRNA

Humano y ratén

Base de datos de expresion para
IncRNA de humanos y ratones

(NRED)
LNCipedia Varios (incluido humano Una gran base de datos de
y ratén) transcripciones y anotaciones de
INncRNA
Enfermedad de Humano Una gran cantidad de IncRNA
LncRNA asociados con enfermedades
humanas

DIANA-LncRNABase

Humano y ratén

Una base de datos de microARN
objetivo  verificado y  predicho
experimentalmente en INCRNA

INcCRNA2Target

Humano y raton

Una coleccion de experimentos de
eliminacion de LncRNA y regulacion
aguas abajo

starBase 2.0

Humano, ratény C.
elegans

Una coleccién de IncRNA y objetivos
de microRNA predichos; perfiles de
expresion de INcCRNA de datos TCGA

IncRNAMap

Humano

Un recurso para explorar los perfiles
de expresion de IncRNA y la
interaccion con ARN pequefios
(SiRNA, microARN, etc.)

INcRNAW Ki

Humano

Una base de datos IncRNa de estilo
wiki abierta

MONOCLdb

Raton

Una base de datos no codificante de
raton que detalla el enriquecimiento
funcional de IncRNa en respuesta a
la enfermedad respiratoria causada
por la influenza y el SARS-Cov

13
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IncRNome Humano Una base de datos en la que se
pueden realizar busquedas de ARN
largos no codificantes en humanos y
diversas propiedades, como
estructura predicha, SNP y
modificaciones epigenéticas.

PLncDB Arabidopsis thaliana Una base de datos dedicada al
transcriptoma IncRNA de la planta A.
thaliana, que incluye informacion
sobre modificaciones epigenéticas

Fuente: Non-coding yet non-trivial: a review on the computational genomics of lincRNAs
(Ching et al 2015)

1.4.5 Clasificacién de los ARNs largos no codificantes

Los ARN largos no codificantes se encuentran clasificados en base a su localizacion
genomica, se clasifican en seis categorias los antisentidos, Intergénico, bidireccionales,
intrénico, los asociados a enhancer y los asociados a promotores (Dahariya et al., 2019)
(figura 1.4.5.), los cuales son en su mayoria transcritos por la ARN polimerasa Il. La
clasificacion de los INcCRNA aln se encuentra en sus inicios, lo cual la clasificacion se da
de acuerdo con la longitud, los elementos regulatorios, la transcripcién y al tipo de funcion.

3

LncRNA

) LncRNA bidireccional LncRNA
Promotor asociado a ] intrénico intergénico
LncRNA
l LncRNA asociado ) LncRNA
a enhancer '\ antisentido

Figura 1.4.5. Esquema general de la biogénesis de los INCRNAs. Los IncRNAs
se transcriben de diversas maneras en diferentes ubicaciones en el genoma.

Aqui se resume el origen de los IncRNAs basado en la ubicacion transcripcional
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(Modificado de Dahariya et al., 2019).

1.5 ARN nucleolar pequefio

Los ARNs nucleolares pequefios (snoRNAs por sus siglas en inglés) es una clase de
ARNs cortos no codificantes cuya funcibn mas importante es la modificacion del pre-
ARNr. La biogénesis ribosomal de las células eucariotas implica un procesamiento del
pre-ARNr (pre-ARNr 45S) en secuencias 18S, 5.8S y 28S que incluyen la eliminacién de
regiones espaciadoras de transcripcion internas y externas (ITS, ETS) por enzimas endo-
y exonucleasas. Antes de que se lleve a cabo la eliminaciébn de las secuencias
espaciadoras, el pre-ARNr sufre modificaciones tales como la metilacion vy
pseudouridilacion en sus nucledsidos. Estas modificaciones involucran a los ARNs
nucleolares pequefios que forman parte de las ribonucleoproteinas nucleolares (SnoRNP).

Entre los ARNs nucleolares pequefios existen dos clases, los que se encuentran
asociados con la metilacion y los que se asocian con la pseudouridilacién. Los snoRNA
gue contienen la caja C / D estan asociados a la metilacion del pre-ARNr y los snoRNAs

gue contienen la caja H/ ACA son aquellos que dirige la pseudouridilacion.

Los snoRNA de caja C/D dirigen la metilacion de la 2’-O-ribosa del pre-ARNr, esta
molécula de ARN no codificante contiene la caja C (5 ’RUGAUGA3’) muy cerca del
extremo 5’, mientras la caja D (5’CUGA3’) se encuentra en el extremo 3’ (Kiss, 2002). El
ARNr de humanos contiene aproximadamente 115 modificaciones del grupo metilo en la
2-o-ribosa. Muchos de los snoRNAs de caja C/D contienen copias conservados de sus
motivos C y D (llamados caja C' y D’). Aguas arriba de la caja D / D’ se encuentra un
elemento antisentido de aproximadamente 10 a 21 nt que es complementario al ARNr
(Kiss, 2002; Dragon et al., 2006; Liang et al., 2019).

Los snoRNAs de caja H/ACA posee una estructura de dos horquillas en la mitad de sus
extremos 5’ y 3’, la secuencia conservada de la caja H (ANANNA) se localiza en entre las
dos horquillas, mientras que el motivo ACA (ACANNN) se encuentra ubicado en el
extremo 3’ de la secuencia (Liang et al., 2019). Las horquillas internas contienen una
secuencia complementaria de aproximadamente 3 a 10 nt de unién al pre-ARNr (Dragon
et al., 2006).
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Figura 1.5. Modificaciones de pre-ARNr. A) Estructura secundaria del snoRNA

de caja H / ACA. B) Representacién de la estructura quimica de la conservacion

de una uridina en una pseudouridina. C) Estructura secundaria del snoRNA de

caja C/ D. Las cajas D y D’ del snoRNA de caja C / D son complementarias con

el ARNr diana. La enzima metiltransferasa (Fibrilarina en humanos, Nopl en

levaduras) agregan un grupo metilo en la posicion 2’-O de la ribosa. D) Adicion

del grupo metilo a la 2-O ribosa del ARN diana. Las lineas negras representan

la secuencia snoRNA y en lineas azul se el ARN diana (Modificado de Gardner

et al 2010)
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1.5.1 ARN nucleolar pequeiio 11

El ARN nucleolar pequefio 11 (snoR11 o snR11) se encuentra clasificado entre la familia
de los ARNs nucleolares pequefios (SnoRNAs) de caja H / ACA, este ARN tiene una
longitud 258 nt y se localizada en el cromosoma Xlll de Saccharomyces cerevisiae. Su
principal funcion es guiar la conversion de uridinas en pseudouridinas (Ws) de la
subunidad larga del pre-ARNr en la posicion U2416, Schattner P et al reportan en el 2004
que snR11 guia la modificacion en subunidad larga de la posicion U2415.

En el afio de 1996 Balakin, Andrey G et al describe muy poco sobre la secuencia de la
caja ACA de snR11 argumentando que la presencia de esta secuencia es importante y
gue podria estar funcionalmente relacionada con la familia de las cajas C / D.

La funcién mas importante descrita hoy en dia de la caja ACA es la estabilidad de los
snoRNA, para sustentar lo dicho Balakin A., et al en 1996 realizaron mutaciones en la caja
ACA de snR11 de lavadura cual demostré que el motivo ACA es sumamente importante

para el mantenimiento de la estructura secundaria de este snoRNA.

>

G_
=5 snR11
5 ﬁl\?AGUC C|§(IZLIJCG(N)11 AGAUAA]- 3
1111 | »
3 UCUCAGU ¥ CGAGU BoxH =
2416
26S rRNA

Figura 1.5.1 Esquema de la pseudouridilacion guiada por snR11 de caja H /
ACA. Emparejamiento de la secuencia del pre-ARNr 25S con la secuencia
bolsillo de pseudouridilacion de snR11 (rojo). Modificado de LBME-db

1.5.2 ARN nucleolar pequeiio 63

El ARN nucleolar pequefio 63 (snoR63 o0 snR63) pertenece a la familia de los snoRNA de

cajas C/ D, este transcrito cuenta con una longitud de aproximadamente 255 nt y locacion
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genomica es en el cromosoma IV de Saccharomyces cerevisiae. snoR63 se encuentra
involucrado en la metilacion de la 2’-O-ribosa de la subunidad grande del ARNr en la
posicion A2256 (Lowe y Sean R., 1999) por lo cual su localizacion celular es en el

nucleolo.

2256  25S rRNA
m

o GUAACUAUGACU -3

FErrrrerrrtd
3" |AGUC|ACAUUGAUACUGA -5

D box snR63

Figura 1.5.2. Esquema de la metilacién guiada por snR63 de caja C / D.
Emparejamiento de la secuencia del pre-ARNr 25S con la secuencia snR63

(rojo), la metilacion esta dada en la posicién A2256. Modificado de LBME-db.

1.6 Fosfatidilinositol

El fosfatidilinositol son una clase de lipidos que constituyen la membrana plasmatica y
juega un papel importante en via de sefalizacion. Estos lipidos estan compuestos por una
molécula de glicerol unidos a dos acidos grasos en la posicion snl y sn2 y un anillo de
inositol unido a un grupo fosfato en la posicién sn-3 (figura 1.6), esta clase de lipidos
constituyen solo el 5-10% la membrana plasmatica en células de mamiferos (Blunsom y
Cockcroft 2019).

Fosfatidilinositol
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Figura 1.6. Estructura del fosfatidilinositol. El anillo de inositol con sus tres

grupos hidroxilo (-OH) libres para ser fosforilados por enzimas cinasas.

El inositol es un carbohidrato ciclico compuesto de seis grupos hidroxilo. El

fosfatidilinositol (PtdIns) cuenta con tres grupos -OH libres que pueden ser fosforilados

en diferentes posiciones, se pueden lograr obtener tres fosfoinositidos monofosfato el
fosfatidilinositol 3-fosfato (PtdIns(3)), el fosfatidilinositol 4-fosfato (Ptdins(4)) y el

fosfatidilinositol 5-fosfato (Ptdins(5)). Asi como puede dar lugar a tres fosfoinositidos

bisfosfato como lo son el fosfatidilinositol 3,4-bisfosfato (PtdIns(3,4)P-), el fosfatidilinositol
3,5 bisfosfato (PtdIins(3,5)P.) y el fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato (Ptdins(4,5)P2); y un
fosfoinositido trisfosfato el cual es el fosfatidilinositol 1 ,3,4-trisfofato (Ptdins(1 ,3,4)P3)

(figura 1.6a).

3
é

R
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P\ ~ \’\ - D C \’\
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Figura 1.6a. Ruta de fosforilaciones y desfosforilaciones del fosfatidilinositol. En
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rojo se muestran los grupos fosfatos, las flechas en color negras indican las

fosforilaciones, las flechas grises indican las fosforilaciones desconocidas.

Al fosforilar las diversas posiciones del anillo de inositol del fosfatidilinositol dan como
resultados diferentes tipos de fosfoinositidos, que se encuentran presentes en varias
partes de la membrana plasmatica y de membrana de organulos diferentes donde cada

una de ellas participara en varios procesos celulares (Phan et al., 2019) (Figura 1.5b).

4 S
r( g ~
{ .
l\ '/ :
(NCE/
I
SV /
( . '
,/' \\\ ; 3
'.\\ \’\NCX} B P CE
= \\ ' /
4 &
N\ 7 EE
PANS RE
. \\ ..
‘l /
\ ’
oo MVB
LE
N L L
e —
ER

Figura 1.6b. Distribucion celular de los fosfoinositidos presentes en varios
organelos. N: nucleolo, ER: Reticulo endoplasmatico, CE: Endocitosis
dependiente de clatrina, GA: Aparato de Golgi, MVB: Cuerpos multivesiculares,
LE: Endosomas tardios, L: Lisosomas, EE: Endosomas tempranos, SV:

Vesiculas secretoras NCV: vesiculas enddémicas no clatrinas NCE: endocitosis

independiente de la clatrina (Phan et al., 2019).
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1.6.1 Funcién del fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato (Ptdins(4,5)P2) en membranas
celulares

El fosfatidilinositol 4,5- bisfosfato (PtdIins(4,5)P») es un segundo mensajero lipidico que
regula diversos procesos celulares y constituye el 1% de los fosfolipidos totales de la
membrana plasmatica (Huang et al., 2004; Tay et al 2017).

Ptdins(4,5)P; al ser un segundo mensajero en la traduccion de sefiales también juega un
papel importante en el transporte de iones de membrana plasmatica, el tréafico de
membrana y en la regulacion de citoesqueleto de actina.

El PtdIns(4,5)P- es producido por las familia de enzimas lipido cinasas Pl4K que fosforila
la posicion 4 y PI5K fosforila la posicion 5 del anillo de inositol donde PI(4)P y PI(5)P
sirven como precursores para la sintesis de PI1(4,5)P».

O

ANANNANANNA
ANANANANNANANN

ﬁ
0—P—0 Q OPO,?
Fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato (|)

(PtdIns-4,5-P2 0 PIP2)  OH oH

OH OPO.*

Figura 1.6.1. Estructura quimica de fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato (PtdIns-4,5-
P2). Las letras moradas indican los grupos fosfato en la posicion 4 y 5 del anillo

de inositol.

1.6.2 Fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato en el ndcleo celular

Con el paso de los afios se han identificado ciertas enzimas que sintetizan diversos
fosfoinositidos dentro del ndcleo celular (Irvine, 2003). Recientemente se identificado la
presencia de Ptdins(4,5)P, mediante anticuerpos anti-PI1(4,5)P2 dentro de los
compartimientos nucleares llamados islotes lipidicos nucleares (NLI) (Sobol et al 2018)
que son estructuras lipidicas de aproximadamente 40-100nm que se encuentran rodeado
de ARN vy proteinas (Figura 1.6.2). Se ha demostrado que PIP2 se encuentran presente

en la sintesis del ARNr, uniéndose al Factor aguas arriba (UBF) de la maquinaria del ARN
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polimerasa |, al igual que interactda con fibrilarina una metiltransferasa que agrega un
grupo metilo en la 2’-O ribosa del ARN (Sobol et al 2013).

Figura 1.6.2. Islotes lipidicos nucleares (NLIs). Principales compartimientos

nucleares asociado con la ARN polimerasa Il. N: Ndcleo, NL: Nucléolo, NS:
Motas nucleares. Los colores presentes en la imagen dependen del
compartimiento nuclear; Rojo:  Nucleo; Azul: nucléolo y Amarillo: Motas

nucleares (Sobol et al 2018).
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HIPOTESIS

Existen ARNs largos no codificantes (LncRNA) que interaccionan con fosfatidilinositol
4,5-bisfosfato (PtdIns(4,5)P2)

OBJETIVO GENERAL

Identificar ARNs no codificantes que interaccionan con fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Andlisis de librerias de RNA-seq(S. cerevisiae) de aquellos candidatos de ARN
con interaccién a Ptdins(4,5)P;

2. ldentificacion de motivos de unién a fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato.

3. Demostrar la interaccion entre ARNs no codificantes y fosfatidilinositol 4,5-
bisfosfato.
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

interaccién a Pl(4,5)P2
1

[ Seleccion de ARN con posible ]

1
\
[Extraccién de ARN total |
| ’ [ Busqueda de secuencias ]

’
Obtencion de ADNc |
v

i [Busqueda de posibles]

[ Amplificacion de las ET;OPszde union a
[ Disefio de cebadores ] | SESIEEED J o

( - -
Clonacion de las secuenmj
as

[ Interaccién ARN-PI(4,5)-P2 ]

.

mediante ensayo de pull-down

Comprobar la interaccion
mediante RT-PCR

24



CAPITULO Il

CAPITULO Il
2 MATERIALES Y METODOS
2.1 Disefio de oligonucledtidos

Los cebadores para las secuencias snR11 y snR63 fueron disefiados en la pagina web

primer3 plus (http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi) y Oligo

Calc (http://biotools.nubic.northwestern.edu/OligoCalc.html) utilizando la secuencia
completa del transcrito. Las secuencias completas fueron tomada de la base de datos
Saccharomyces Genome Database (SGD) (https://www.yeastgenome.org/) con el nUmero
de ID SGD:S000007293 para snR11 e ID SGD:S000006454 para snR63.

Para cada amplificar la secuencia completa de snR11, al cebador forward en direccion 5’-
3’ se le adiciond cinco nucledtidos mas. Para el cebador snR63 se disefid el cebador
forwards en direccion 5’-3’, 40 nucleétidos rio arriba de la secuencia de inicio (véase en el

anexo 1)

2.2 Extraccion de ARN total de Saccharomyces cerevisiae

La extraccion de ARN total se realiz6 usando el paquete de purificacion PureLink® RNA
Mini Kit. (Véase el anexo I), esto utilizando levadura silvestre que cuenta con un tamafio
de 12 Mb.

2.3 Obtenciéon de ADNc

La obtencion de ADNc se realizé con el Kit comercial transcriptasa reversa (RT)
SuperScript™ Il (Invitrogen Cat. No. 18064-022). El sistema de esta enzima es facil y
rapido para generar ADNc de cadena sencilla. La sintesis de ADNc se llevo a cabo
usando 1 pL de oligo dT(10nM), 2 yL de ARN total, 1 L de dNTPs MIX y 8 uL de agua,
se incub6 a 65°C durante 5 minutos, posteriormente se incubo en hielo, luego se agreg6 4
ML de Buffer 5X, 2 yL 0.1M DTT, 1 uL de RNAsa OUT, se incub6 a 42°C por 2 minutos y
por ultimo se agregd 1 uL de enzima RT SuperScript Il e incubar a 42°C durante 50

minutos.
2.4 Amplificaciéon de las snR11y snR63 de levadura

La amplificacion de las secuencias snR11 y snR63, se realizé a partir de ADNc utilizando
el paquete DreamTag PCR Méaster Mix (Pub. No MANO0012702) de Thermo Scientific el
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cual contiene una mezcla de buffer, enzima DreamTaq ADN polimerasa, MgCl, y dNTPs.
Se realiz6 la amplificacion dichas secuencias bajo las siguientes concentraciones a un
volumen de reaccién de 25 pL: 12.5 yL de DreamTaqg master mix (2x), 2.5 yL de cada uno
de los cebadores forward y reverse, 2 uL de Templado y 5.5 pL de agua. Se llevo a cabo
la PCR utilizando diferentes condiciones de temperatura (Cuadro 2.4). La temperatura de

alineamiento que se utilizo fue diferente para cada una de las reacciones.

Cuadro 2.4. Condiciones de temperatura para la reaccién en cadena de

polimerasa. *Temperatura de alineamiento diferente.

Condiciones Temperatura Tiempo Ciclos
°C

Inicio de desnaturalizacion 95°C 3 min 1

Desnaturalizacion 95°C 30 segq.

Alineamiento * 30 seg. 30

Extensién 72°C 1 min

Extension final 72°C 10 min 1

2.5 Clonacion de las secuencias snR11y snR63

La secuencia previamente amplificada fue ligada en un vector de clonacion pGEM-T Easy
vector (3015bp) de Promega (véase en Anexo Il). Este es un vector linealizado con una
timina unida en los extremos 3’ terminal, este vector cuenta con diversos sitios de
restriccion flanqueando el sitio de clonacién. Se agregé en un microtubo eppendorf 5 pL
de buffer 2X, 1 yL de vector pGEM-T Easy (50ng), 1 yL de producto de PCR, 1 uyL T4
ADN ligasa (3 u/ pL) y 2 pL de agua posteriormente se incubd por 1 hora a temperatura
ambiente.

Luego de realizar la reaccion de ligacion se procede a transformar células competentes de

E. coli cepa DH5a (véase en Anexo lll) las cuales fueron crecidas en un medio LB
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suplementado con Ampicilina (100ug/mL) e incubadas a 37°C durante 14 horas. Para
corroborar que las células de E. coli contienen el vector con la secuencia de interés se
procedid a seleccionar las colonias que crecieron en la caja Petri y se crecieron en 3 mL
de medio LB con Ampilicina, se incubo a 37°C durante 10 horas con agitacion.
Posteriormente se realiz6 la extraccion de plasmido usando la metodologia de extraccion

por lisis alcalina de ADN plasmidico (Anexo V).

2.6 Ensayo de interacciéon ARN-PIP2 mediante Pull-down de las secuencias snR11y
SnR63

Para determinar la unién de PI1(4,5)P2. y los ARN, se llevé a cabo el ensayo de pull-down
utilizando perlas de agarosa compuesta de PI(4,5)P2. Para realizar este ensayo se
prepar6 el buffer de unién (50 nM de HEPES y 50 nM de NacCl), buffer de bloqueo (50 nM
de HEPES, 50 nM de NaCl y 10 ng/uL de ARN total de bacteria), buffer de incubacién (50
nM de HEPES, 50 nM de NaCl, 180 ng/uL ARN total de levadura y 0.05 U de inhibidor de
RNAse OUT) y buffer de lavado (50 nM de HEPES, 50 nM de NaCl y 0.1% de NP-40). Se
agrego a un microtubo eppendorf limpio 20 uL de perlas de agarosa y se lavé con 100 L
de buffer de unién, luego se centrifugo y se elimind el sobrenadante, se volvid a
resuspender en 100 pL de buffer de blogueo durante 20 min en hielo, transcurrido el
tiempo se elimind sobrenadante y se agregé buffer de incubacién y se incubo durante 20
minutos en hielo, se centrifugo y se elimind el sobrenadante, por ultimé se realizé los

lavados 2 veces con buffer de lavado. Se recupera el ARN para el analisis de RT-PCR.
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CAPITULO 1II
3 RESULTADOS

3.1 Analisis de la libreria del RNA-seq de Saccharomyces cerevisiae

Para la seleccion y andlisis de las secuencias de ARN no codificantes en este estudio, se
utilizaron los datos provenientes de ensambles transcriptdmicos de S. cerevisiae donde se
seleccionaron todos los ARNs no codificantes que interaccionaban con PI(4,5)P2; estos
se dividieron en dos partes, aquellos que fuesen pequefios (<200 nt) y aquellos largos
(>200 nt). En total se encontraron 12 IncRNA (cuadro 3.1) del cual se seleccionaron dos
IncRNAs de acuerdo a el numero de lecturas que tuvieron en base a la interaccion con
P1(4,5)P2 vs Control y a la diferencia entre que hay entre control y PI(4,5)P2. Los dos
IncRNAs seleccionados fueron el snR11 que es un snoRNA que tiene la funcién de guiar
a pseudouridilacién del ARNr en levaduras; el snR63 es otro snoRNA que junto a

fibrilarina llevan a cabo la metilacion del ARNr.

Cuadro3.1. ARNs largos (>200) expresados diferencialmente.

ID Gen Lectura_PIP2 Lectura_RNAt log2.Fold_change.
snR11 132147.375 99.5080019 10.375
snR19 153241.133 9339.65697 4.0363
snR191 156419.706 156.379735 9.9662
snR34 78915.2104 30.8902571 11.319
snR37 543951.112 5404.60286 6.6531
snR42 298459.942 1373.1964 7.7639
snR44 5424.10933 21.4934479 7.9793
snRS5 15964.2922 30.6798808 9.0233
snR63 292017.975 338.355257 9.7533
snR83 180352.751 2727.07324 6.0473
snR84 137517.913 1589.60352 6.4348
snR86 207428.655 8470.31187 4.6141
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Cuadro3.1la. Descripcion de los ARNs largos (>200) expresados

Descripcion Longitud (nt)
snR11 | snoRNA de Caja H / ACA; pseudouridilacion; LSU posicion U2416; 258
snR19 | U1 ARN spliceosomal (U1 snRNA) 568
snoRNA de Caja H / ACA,; pseudouridilacion;LSU posicién u2258 y
snR191 | u2260 274
snoRNA de Caja H / ACA; pseudouridilacion;LSU posicion U2826 y
snR34 | U2880 203
snR37 | snoRNA de Caja H / ACA; pseudouridilacion; posicion U2944 386
snR42 | snoRNA de Caja H / ACA; pseudouridilacion; posicion 2975 351
snoRNA de Caja H / ACA; pseudouridilacion; LSU posicién U1056 y
snR44 | SSU U106 211
snoRNA de Caja H / ACA; pseudouridilacion;LSU posicion U1004 y
snR5 U1124 204
*snR63 | snoRNA de Caja C / D; Metilacién 2-O ARNr; LSU 2256 255
snoRNA de Caja H / ACA; pseudouridilacion;SSU posiciéon U1290 y
snR83 | U1415 306
snR84 | snoRNA de Caja H / ACA; pseudouridilacion; LSU posicion U2266 550
snR86 | snoRNA de Caja H / ACA; pseudouridilacion;LSU posicion 2314 1004

diferencialmente.

3.2 Similitud de secuencias snR11y snR63 en diversas especies.

Para determinar las regiones conservadas de snR11 y snR63 entre diversas especies se

recurri6 a snOPY (http://snoopy.med.miyazaki-u.ac.jp/) una base de datos de genes

ortélogos de snoRNA, donde se selecciond snoRNA ort6logos para snR11 y snr63 de S.

cerevisiae.

Por lo tanto, se realiz6 un alineamiento de las secuencias nucleotidicas tanto para snR11
como para snR63 por el algoritmo de Comparacion de secuencias multiples por Log-
expectativa (MUIltiple Sequence Comparison by Log-Expectation o MUSCLE por sus

siglas en inglés) (figura 3.2). Durante el alineamiento de la secuencia tanto de snR63 de
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S. cerevisiae como de otras especies se logré identificar una regiébn conservada de
nucleétidos donde solo se encuentra dos cambios de nucleétidos un de Adenina por
Timina en la secuencia snoRNA:Me28S-A2564 de Drosophila melanogaster y otro de
Timina por Adenina en TO2E1.9 de Caenorhabditis elegans (Figura 3.2 B), mientras tanto
en la secuencia snR11 se observé que una regién conservada de tan solo cuatro
nucleétidos donde la Timina de la secuencia de snR11 es sustituida por una adenina de la

secuencia SNORA3 de Rattus norvegicus (figura 3.2 A).

Por otro lado, se realizé los arboles filogenéticos en el programa MEGA7.0 para saber la
relacion evolutiva de estas especies con secuencias de snR11 y snR63 de S. cerevisiae.
Por lo cual se demostrd que la secuencia snoRNA B0213.18 de C. elegans comparte un
60% de similitud con la secuencia snR11 de S. cerevisiae (Figura 3.2a (A)), por otra parte,
la secuencia TO2E1.9 de C. elegans comparte apenas un 38% de similitud con snR63 de
S. cerevisiae (Figura 3.2a B).

A)

SpeciesiAbbrv

1. Saccharomyces_cerevisiae300047_snR11
2. Caenorhabditis_elegans300032_B0213.18
3. Canis_familiaris300475_SNORA3

4. Cavia_porcellus300433_SNORA3

5. Danio_rerio300042_SNORA3

6. Dasypus_novemcinctus300517_SNORA3

7. Echinops_{elfairi300786_SNORA3

8. Equus_caballus300178_SNORA3

9. Erinaceus_europaeus300594_SNORA3

10. Gasterosteus_aculeatus300111_SNORA3
11. Homo_sapiens300733_SNORA3

12. Homo_sapiens300734_SNORA45

13. Loxodonta_africana300488_SNORA3

14. Macaca_mulatta300650_SNORA3

15. Microcebus_murinus300442_SNORA3

16. Mus_musculus300805_SNORA3

17. Ornithorhynchus_anatinus303418_SNORA3
18. Oryctolagus_cuniculus300471_SNORA3
19. Oryzias_latipes300060_SNORA3

20. Otolemur_garnettii300719_SNORA3

21. Pan_troglodytes300255_SNORA3

22. Pongo_pygmaeus300363_SNORA3

23. Rattus_norvegicus300554_SNORA3

24, Sorex_araneus300033_SNORA3 -
25. Spermophilus_tridecemlineatus300239_SNOR, -
26. Tetraodon_nigroviridis300121_SNORA3
27. Tupaia_belangeri300426_SNORA3

28. Xenopus_tropicalis300130_SNORA3

c
c
c
c
L]
c
c
c
C
c
C
C
||
C|
C|
C|
C|
c
|
c
c
c
c
c
c
||
c
c
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B) Regi6n conservada

Species/Abbry * * alx|x|a e |x|e 2% ] |*

1. Saccharomyces_cerevisiae300052_snR63
2. Caenorhabditis_elegans300037_T02E1.9
3. Canis_familiaris300435_SNORD46

4. Danio_rerio300189_SMNORD46

5. Dasypus_novemcinctus300066_SNORD46
6. Drosophila_melanogaster300240_snoRMA:Me283-A2564
7.Equus_caballus300288_SHNORD4E

8. Erinaceus_europaeus300228_SMORD4G
9. Erinaceus_europaeus300638_SNORD4G
10. Homo_sapiens300662_SNORD46

11. Macaca_mulatta300048_SNORD46

12 Macaca_mulatta300308_SNORD46

13. Macaca_mulatta300579_SNORD46

14 Microcebus_murinus300448_SNORD46
15. Mug_musculus300956_SNORD46

16. Oryctolagus_cuniculus300297_SNORD46
17. Otolemur_garnettiiz00687_SNORD46

18. Pan_troglodytes300024_SNORD46

19. Pan_troglodytes300522_SNORD46

20. Pongo_pygmaeus300090_SNORD46

21. Pongo_pygmaeus300596_SNORD46

22 Rattus_norvegicus300912_SNORD46

23. Spermophilus_tridecemlineatus300291_SMORD46
24 Tetraodon_nigroviridis300142_SNORD48
25. Tupaia_belangeri300368_SNORD46

+

®

Figura 3.2. Alineamiento de secuencias nucleotidicas de snoRNA. A)
Alineamiento de la secuencia snR11 de S. cerevisiae con secuencias ortélogas
diversas especies. B) Alineamiento de snR63 de S. cerevisiae con secuencias
snoRNA de diferentes especies. Las fechas en negritas (1) significan un cambio
de solo nucleétido en la secuencia. Azul: Citosina; Morado: Guanina; Rojo:

Timina; Verde: Adenina
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Figura 3.2a. Reconstruccién filogenética de los dos snoRNA estudiados. A)
Arbol filogenético de secuencias snoRNAs de 28 especies incluyendo el snoR11
de S. cerevisiae. El snoR11 de S. cerevisiae comparte 60% de similitud con C.
elegans. B) Arbol filogenético de secuencias snoRNAs de 25 especies
incluyendo el snoR63 de S. cerevisiae. sSnoR63 de S. cerevisiae comparte 38%

de similitud con C. elegans. La etiqueta rosada sefiala a S. cerevisiae y la

etiqueta azul turquesa sefala a C. elegans.

3.3 Posibles sitios de unién de las secuencias snR11, snR63 con PtdIns(4,5)P2

Para determinar los posibles sitios de unién de las secuencias snR11 y snR63 con
fosfatidilinositol, se realiz6 alineamientos de secuencias nucleotidicas. Se realizo el
alineamiento de la secuencia snR11 y snR63 comparado con el motivo de unién a

fosfatidilinositol (3,4,5)-trisfosfato de la secuencia LINK-A-PIP3 de Homo sapiens
reportado por Lin et al., 2017.

Se encontré6 un sitio de unién a fosfatidilinositol, donde diversos nucleétidos son

conservados en ambas secuencias con excepcion de algunos de ellos (figura 3.3).

Para determinar si las secuencias que son similares a snR11 y snR63 compartian este
mismo sitio de union se realiz6 el alineamiento multiple de secuencias snoRNAs de 25

especies incluyendo el snoR63 de S. cerevisiae esto comparandolo con el motivo de
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unién a fosfatidilinositol de la secuencia LINK-A-PIP3 de Homo sapiens de igual manera
se realiz6 el alineamiento multiple de secuencias snoRNAs de 28 especies incluyendo el

snoR11 de S. cerevisiae (figura 3.2a).

Sitio de unidn a fosfatidilinositol

Species/Abbry
1. Homo sapiens LINK-A_PIP3_binding - -
2. 3NR11_snR11_SGDID:S000007293 .
3. 8MNRG3_snRE3_SGDID:S000006454 - -

Figura 3.3. Alineamiento de los posibles sitios de uniéon de snR11y snR63 con
fosfatidilinositol. En el cuadro negro se muestra el posible sitio de union a
fosfoinositidos en especial a fosfatidilinositol 4-5,-bisfosfato. Los astericos (*)
indican los nucleétidos conservados entre las secuencias. Azul: Citosina;

Morado: Guanina; Rojo: Timina; Verde: Adenina

A) B)

Species/Abbrv

1. Homo_sapiens_LINK-A-PIP3

2. Saccharomyces_cerevisiae300047_snR11
36 itis_elegans300032_B0213.18
4. Canis_familiaris300475_SNORA3

5. Cavia_porcellus300433_SNORA3

6. Danio_rerio300042_SNORA3

7. Dasypus_novemcinctus300517_SNORA3

B. Echinops_telfairi300786_SNORA3

9. Equus_caballus300178_SNORA3

10. Erinaceus_europaeus300594_SNORA3

11. Gasterosteus_aculeatus300111_SNORA3
12. Homo_sapiens300733_SNORA3

13. Homo_sapiens300734_SNORA45

14. Loxodonta_africana300488_SNORA3

15. Macaca_mulatta300650_SNORA3

16. Microcebus_murinus300442_SNORA3

17. Mus_musculus300805_SNORA3

18. Ornithorhynchus_anatinus303418_SNORA3
19. Oryctolagus_cuniculus300471_SNORA3

20. Onyzias_latipes300060_SNORA3

21. Otolemur_garnettii300719_SNORA3

22. Pan_troglodytes300255_SNORA3

23. Pongo_pygmaeus300363_SNORA3

24. Rattus_norvegicus300554_SNORA3

25. Sorex_araneus300033_SNORA3 o
26. Spermophilus_tridecemlineatus300239_SNORA €
27. Tetraodon_nigroviridis300121_SNORA3
28. Tupaia_belangeri300426_SNORA3

29. Xenopus_tropicalis300130_SNORA3

Species/Abbry

1. Homo_sapiens_LINK-A-PIP3

2. Saccharomyces_cerevisiae300052_snRE63
3. Caenorhabditis_elegans300037_T02E1.9
4. Canis_familiaris300435_SMORD46

5. Danio_rerio300189_SMNORD46

6. Dasypus_novemcinctus200066_SNORD4E
7. Drosophila_melanogaster300240_snoRMNAMe285-A256|
8. Equus_caballus300288_SMNORD46

9. Erinaceus_europaeus300228_SNORD46
10. Erinaceus_europaeus300635_SMNORD4G6
11. Homo_sapiens300662_SMNORD46

12. Macaca_mulatta300048_SNORD4G

13. Macaca_mulatta300308_SNORD46

14. Macaca_mulatta300579_SNORD46

15. Microcebus_murinus300448_SMORD46
16. Mus_musculus300956_SMORD46

7. Oryctolagus_cuniculus300297_SNORD4E
18. Otolemur_garmettii300687_SNORD4E

19. Pan_troglodytes300024_SNORD4EG

20. Pan_troglodytes300522_SNORD4E

21. Pongo_pygmasus300090_SNORD46

22 Pongo_pygmaeus300596_SNORD4A

23. Raftus_norvegicus300912_SMNORD46

24. Spermophilus_fridecemlineatus300291_SNORD4E
25. Tetraodon_nigroviridis300142_SNORD46
26. Tupaia_belangeri300368_SNORD46

-y

33



CAPITULO Il

Figura 3.3a. Alineamientos de los posibles sitios de uniéon de snoRNAs de
diferentes especies con el fosfatidilinositol. A) Alineamiento mdltiple de
secuencias snoRNAs de 25 especies incluyendo el snoR63 de S. cerevisiae
comparado con el sitio de unién a fosfatidilinositol de la secuencia LINK-A-PIP3
de Homo sapiens. B) Alineamiento multiple de secuencias snoRNAs de 28
especies incluyendo el snoR11 de S. cerevisiae comparado con el sitio de union
a fosfatidilinositol de la secuencia LINK-A-PIP3 de Homo sapiens. En el cuadro
negro se muestra el posible sitio de unién a fosfoinositidos esto basado en lo
reportado por Lin A et al.,, 2017, Donia T et al., 2019. Los astericos (*)
indican los nucledtidos conservados entre las secuencias.Azul: Citosina;

Morado: Guanina; Rojo: Timina; Verde: Adenina

3.4 Amplificacion de snR11y snR63

Para lograr la obtencién de las secuencias snR11 y snR62 se realizo la extraccion de
ARN total de S. cerevisiae (figura 3.4 A). A partir del ARN total se procedié a realizar la
sintesis de ADNc para posteriormente obtener la amplificacién de las secuencias usando
los oligonucledtidos especificos para cada una de ellas (figura 3.4). La secuencia snR11
se amplifico del tamafio esperado de 263 pb (figura 3.4 C) y la secuencia snR63 amplifico
un tamafio de 324 pb (figura 3.4 B). Se utilizé un gradiente de temperatura para obtener la

mejor temperatura Optima para amplificar.

3.5 Clonacién de las secuencias snR11y snR63 en el vector pGEM-T Easy

Una vez amplificada las secuencias se procedié a realizar una reaccién de ligacion
usando el vector pGEM-T Easy que fue posteriormente usada para la transformacion de
células E. coli de la cepa DH5a. Se realizé una extraccion de ADN plasmidico mediante
lisis alcalina. Para corroborar la insercion de la secuencia de interés se picaron 10 colonia,
tanto de las colonias snR11 y snR63, donde posteriormente se realiz6 una PCR de
colonia, a pesar de que existia la posibilidad de que la secuencia de interés se hubiese
ligado al vector, se realiz6 una reaccion de digestion con la enzima EcoR1 para el snR63
(figura 3.5a) y para el snoR11 (figura 3.5b ) para descartar cualquier contaminacién que
se pudiese amplificar. En la figura 3.5a se logra apreciar que solo dos colonias la 3 y 4
libera la secuencia snR63 de 324 pb que se encontraba unida al vector pGEM-t easy,
mientras que las colonias que tenian el vector pGEM-T::snR11 solo una colonia logra

liberar el fragmento del snR11.
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A) B)

Marcador ARN total M 60.2°C 63.0°C 64.1°C 66.4°C

1Kb

3000 pb
1650 pb
1000 pb

2000 pb

1650 pb 300 Pb >

@& 324pb

1000 pb

C) M 63.0°C 60.2 °C 64.1°C

3000 pb
1650 pb —»

1000 pb -

300 pb—»
200 pb—»

Figura 3.4. Extraccién de ARN de levadura y amplificaciéon de las secuencias
snoR11 y snR63. A) Extraccion de ARN total de levadura. B) Amplificacion de la
Secuencia snR63 a partir de ADNc. C) Amplificacion de la Secuencia snR11.

Todas fueron amplificadas bajo un gradiente de temperatura.
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3000 pb =+

1650 pb =

1000 pb =¥

300 pb =+

snR11

snR63

del vector pGEM-T easy.

Colonias
M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 M

3000 pb
1650 pb |
1000 pb

300 pb 324 pb

C)

3000 pb =

1650 pb =,
1000 pb =

324 pb
300 pb = it

Figura 3.5a. Clonacion de la secuencia snR63 en el vector pGEM-T easy. A)
Extraccion de ADN plasmidico mediante lisis alcalina. Carril 1: Marcador de
1Kb; Carril 2: Vector pGEM-T easy + snR11; Carril 3: Vector pGEM-T easy +
snR63. B) PCR de colonia de la secuencia snR63. C) Reaccion de digestion

mediante la enzima EcoR1. Las colonias 3y 4 liberan la secuencia de intereses
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A Colonias

1000 pb=>
650 pb —»

300 pb=> 263 pb

B) C1/ND C1/EcoR1 C4/ND  C4/EcoR1
M snR11  snR11 snR11 snR11

3000 pb =
2000 pb =

1000 pb =»
650 pb =»

263 pb
200 pb =

Figura 3.5b. Clonacién de la secuencia snR11 en el vector pGEM-T easy. A)
PCR de colonia de la secuencia snR11. C) Reaccion de digestion mediante la
enzima EcoR1. En el carril 5 de la colonia 4 se observa la liberacion del
fragmento snR11 del vector pPGEM-T easy. ND: No digerido; C1: Colonia 1; C4:
Colonia 4.

3.6 Interaccién de los ARNs con el fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato mediante ensayos

de pull-down.

Para determinar si los ARNs snR11 y snR63 interactian con el fosfatidilinositol 4,5-
bisfosfato se realiz6 un ensayo de pull-down utilizando perlas de agarosa compuestas por
PIP2, seguido de un ensayo de RT-PCR, donde se confirmé la interaccién ARN-Lipido. El
resultados mostrado en la figura 3.6 indica la interaccion entre el snR11 y snR63 con
P1(4,5)P2. Para realizar el ensayo de pull-down se usaron perlas recubiertas de PI(4,5)P2

y perlas de agarosa sin PI(4,5)P2 como Control. Se observ6 que en los carriles 1, 2,4y 5
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tanto en perlas control como perlas recubiertas de PI(4,5)P2, la presencia de snR11
(figura 3.6 A) y snR63 (figura 3.6 B). Ademas, se observé una mayor intensidad de la
banda del carril 6 de la figura 3.6A y 3.6B, el cual indica una interaccion con el snR11y

snR63, respectivamente.

A) snR11

Control Pl(4,5)P2
M Input FT B M Input FT B
500 pb
400 pb
300 pb
200 pb

100 pb

B)

PI(4,5)P2
FT B

500 pb
400 pb
300 pb
200 pb
100 pb

324 pb

Figura 3.6. Interaccion entre Fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato con snR11 y snR63

mediante ensayos de pull-down in vitro. A) PCR de snR11 con perlas de
agarosa sin lipidos (control) y perlas recubiertas con PI(4,5)P2. B) PCR de
snR63 con perlas control y perlas de agarosa recubiertas de PI(4,5)P2,
respectivamente. M; Marcado de 1Kb; Input: Buffer de incubacién antes de la
incubacion; FT: buffer de incubacién después de la incubacién; B: Perlas;
Control: perlas de agarosa sin PIl(4,5)P2; PI(4,5)P2: perlas de agarosa
recubiertas de PI(4,5)P2
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DISCUSION

Durante los ultimos 30 afios, los ARN largos no codificantes comenzaron a llamar la
atencion debido a la forma de interaccionar con diversas macromoléculas como el ADN,
ARN, Proteinas (Hu et al 2018. Lin et al., 2017 demostr6 que existen INcCRNAs con
interaccion a lipidos de membrana en especial con PI(3,4,5)P3, sin embargo se carece de
informacién de la interaccién entre IncRNA y PI(4,5)P2. La presencia de PI(4,5)P2 nuclear
es un componente principal para la biogénesis del ARNr donde se ha demostrado que
funciona como un andamio para el complejo de la Pol |, al igual que se ha demostrado la
unién entre P1(4,5)P2 junto con fibrilarina en el procesamiento del ARNr, de igual forma se
conoce gque la presencia de los fosfoinositidos afecta la actividad ribonucleasa de
fibrilarina y que la liberacion de fibrilarina-snoRNA U3 es provocada por el acido
fosfatidico (Sobol et al 2013; Guillen-Chable et al 2020), sin embargo muy poco se sabe

sobre la interaccion de esta molécula con ARNS.

Por eso en este trabajo se identific6 dos ARN largos no codificantes pertenecientes a S.
cerevisiae de nombre snR11 y el snR63 con interaccion a PI(4,5)P2. Al realizarse los
alineamientos con las secuencias snR11 y snR63 se encontraron posibles motivos de
union fosfatidilinositol al comparar la secuencia de uniéon a PI(3,4,5)P3 previamente
reportada. Adicionalmente se identificaron snoRNAs de diferentes especies que contienen
un posible motivo de unién a fosfoinositidos. La presencia de PI(4,5)P2 en los diferentes
compartimientos nucleares se encuentra bien descrita (Sobol et al 2018), sin embargo, se
desconoce si existe algun tipo de LncRNA que interaccione de manera directa con
PI(4,5)P2 nuclear. Mediante métodos in silico y ensayos de pull-down in vitro que snR11y
snR63 muestran que es posible que pueda estar involucrado en la metilacion o
pseudouridilaciéon del ARNr. Yildirim et al 2013, reporta la presencia PI(4,5)P2 nuclear y
fibrilarina en el centro fibrilar (FC) y el componente fibrilar denso (DFC), Al igual se sabe
que los snoRNAs de caja C/D participan directamente con proteinas nucleares como lo es

fibrilarina esto para llevar a cabo la metilacion de ARNTr.

Osborne et al 2001 reporta que el PI(4,5)P2 se une a la ARN polimerasa Il solo en forma
hiperfosforilada lo que sugiere un papel clave para la transcripcion del pre-ARNm. Se ha
demostrado que existe un IncRNA llamado ARN 1 NO CODIFICADOR LARGO
INDUCIDO POR ELF18 que interactia con fibrilarina de Arabidopsis thaliana y el
complejo MED19a en el nucleoplasma y nucleo (Seo et al 20119). Por lo tanto, en este

trabajo se demuestra que existen ARNs no codificantes que interactdan con PI(4,5)P2 que
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pueden estar formando complejos junto con las proteinas nucleolares que realizan la

metilaciéon y pseudouridilaciéon del ARNr.
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Conclusiones

¢ Mediante los andlisis de secuencias, se identificaron snoRNAs que cuentan con un

posible motivo de unién a fosfoinositidos

e EIl andlisis filogenético mostro que el snoRNA de C. elegans 300032_B0213.18
comparte una similitud con el snR11 de S. cerevisiae.

e El ensayo de pull-down mediante perlas de agarosa recubiertas de lipidos
demostré que el snR11y snR63 interactua con el PI(4,5)P2.
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PERPECTIVAS

- El vector pGEM-T:snR11 y pGEM-T:snR63 serviran para ensayos de transcripcion
in vitro y asi reforzar los resultados dados en esta tesis de investigacion.

- Realizar mutaciones en el motivo de unién a lipidos encontrados mediante el
alineamiento de secuencias.

- Determinar si el snR63, Fibrilarina y P1(4,5)P2 se encuentran interactuando juntos

en el nucléolo.
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Anexos

Anexo |. Cebadores utilizados

5’ Forward 3’

TTTTTTGAAAETATAATAGACACCCAGAGTCACGATrCGT

CTTGGTTTTAGAGATTCTGTTTCGACAGTTTTTTTAGGCGGTGGACGTATATAGT
TTACTTAATCGTTTACTATACGGTGGAGTACTAATACTATTTCACTGTCGTGCTC
GCGGTTGATCTTAGATAAATATATTTCTTTTTCATAAAGAAAGTGAGTGGATCTTC

CCTGGAAGTACGAATAATGTACWATGATET

Camadores > Reverse s
Cebador Longitud Contenido de Temperatura C°
GCs %
Forward 45% 53°C GCCGCAAGGGTAATAATGTCTT
Reverse 22 45% 53°C GGTATGTGCGTGAAGAGAATCT
5 Forward 3’
CTTC GCGAATGAATTATGGACTTTTAATGATGA

AGATTTTAATTTTCCGTTGGTCTATTAAGAACAGAAGTACTTCAAAACTACTTTTTAA
GACCATCCTTTTACAGTATTTTTTCAATATTGTAAAACTTCTCATTTACTTTGTGTCT
TTATGATCTCATCGTTCTGGTGGACCATAATCAGACGCACGGTATACTTCGTTTCT
GTTGGAGAATATTGGGAGTCTTTTAATGTGATGAGTGGCCAACATAACCTTATAGT

CATAGTTACACTGATTTATCCATTTTTATCGCCTTCACTTATACGTAGACTTG
R
_ - 3’ Reverse 5’

Cebador Longitud | Contenido de | Temperatura C°
GCs %

Forward 43% 50.5°C GCTGCTCTATGTTTTGCTGAA
Reverse 26 38% 54.8°C CGTATAAGTGAAGGCGATAAAAATGG
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Anexo Il. pPGEM-T Easy vector de promega (3015 pb)

Xmn | 2000
Sca |l 1890 s | 71
" 1 start

f1 ori Apa | 14
Aatll 20
Sph| 26
Ns:.l'.rill 3
Amp' co 37
P PGEMS-TEasy fac7 Betz| | 43
Veclor 7T Not | 43
(3015bp) Sac || 49
T EcoR | 52
Spe | 654
FcoR| | 70
Mot | 77
Hsats | 77
. Pat | g8
or| SEH' | a0
MNda | a7
Sac | 109
BstX1 | 118
MNai | 127
141

T sps

Vector linealizado de 3015 pb cuenta una timina en los extremos 3’ terminal, de igual
forma se cuenta con sitios de restriccion que flanquean el sitio de clonacién. La reaccién
de ligacion puede llevarse a cabo en 1 hora a temperatura ambiente. Este vector cuenta
con el promotor T7 y SP6.

49



CAPITULO Il

Anexo lll. Células competentes E. coli DH5a

Incubar células de E. coli a una temperatura de 37°C durante 16 horas en placas
de cultivo LB.

Transferir una colonia a 3 mL de medio LB e incubar a 37°C con agitacion
constante a 200 rpm toda la noche (10 horas).

Transferir 0.5 mL de cultivo a 100 ml de medio LB e incubar a 37°C con agitacion
hasta que la densidad 6ptica a 590 nm sea de 0.3 a 0.4, durante 2 horas.

4. Transferir 100 mL de células a un tubo estéril y mantenerlo por 10 min a 4°C.

5. Centrifugar a 4500 rpm por 10 min.

10.

Decantar el sobrenadante y re suspender el paquete celular en 25 mL de CaCl2
estéril y frio (0.1 M).

Incubar el tubo en hielo durante 2 horas sin agitacién a 4°C

Centrifugar a 4500 rpm por 8 min a 4°C, decantar el sobrenadante.

Re suspender en microtubos el paquete celular en 1-2 mL de CaCl2 estéril y frio
(0.1 m).

Las células competentes pueden ser usadas inmediatamente o almacenadas a
4°C
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Anexo |V. Extraccién de ADN plasmidico

Partir de 3 mL de cultivo previamente incubado toda la noche con Ampicilina.
Centrifugar durante 5 minutos a 4500 g. Remover el sobrenadante

Re suspender el precipitado en 100 uL de solucion .

P O N PR

Agregar 100 pL de solucion Il (previamente realizada). Mezclar por inversién de

tubos aproximadamente 15 veces. Dejar reposar 5 minutos en hielo.

5. Agregar 300 pL de solucién lll. Mezclar por inversion de tubos 15 veces.

6. Centrifugar a 12000 g durante 5 minutos.

7. Agregar 2.5 veces de voliumenes de etanol absoluto 100% e incubar durante 15
minutos a temperatura ambiente.

8. Centrifugar a 12000 g durante 10 minutos.
Decantar el sobrenadante.

10. Lavar el precipitado con 500 uL de etanol al 75%, realizar un pequefio vortex y
centrifugar a 12000 g durante 4 min.

11. Repetir de nuevo el paso 10.

12. Decantar el sobrenadante cuidadosamente. Dejar secar durante 10 minutos y
posteriormente re suspender en 35 pL de agua libre de nucleasas.

13. Realizar un vortex, centrifugar y agregar 1 uL de RNAsa A (10 mg/ml).

14. Almacenar a 4°C

SOLUCION
I | Il
Glucosa 50 mM NaOH 0.2 N Acetato de potasio 3M
Tris/base (pH 8) 25 mM SDS 1% Acido Acético
EDTA (pH) 10 mM Agua destilada y estéril.
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