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El Nucléolo como Sensor de Estrés Oxidativo. Implicaciones en
Patologias Progeroides

Resumen
El nucléolo es un compartimento muy especializado dentro del nucleo, cuya funcidn principal es

la biogénesis de ribosomas. Pero en los ultimos afios se ha observado que éste participa en otros
procesos bioldgicos, destacandose su respuesta a distintos tipos de estrés celular. La disrupcién
de la integridad nucleolar se ha asociado con estrés oxidativo nucleolar y con la aparicidn de
varias patologias, sin embargo, esta relacién no ha sido muy explorada en las enfermedades
raras progeroides. El objetivo del trabajo fue evaluar si, el silenciamiento de genes del complejo
telomerasa (DKC1y NOP10) y telosoma (TINF2), mutados en disqueratosis congénita, producen
un estrés oxidativo que sea detectable por cambios morfoldgicos, o en los niveles de expresion
y distribucién de proteinas nucleolares. Los modelos con DKC1 y NOP10 silenciados presentaron
niveles bajos de expresién de las subunidades ribosomales 45s y 18s, co-localizacion de la
proteina NPM1 con GSTP en el nucleo y translocacién de NPM1 al nucleoplasma. No apreciamos
estos eventos en células silenciadas para TINF2. Los resultados obtenidos parecen indicar que
los genes DKC1 y NOP10 producen un estrés nucleolar por estrés oxidativo ademas de por fallos
en la biogénesis ribosomal.

Abstract

The nucleolus is a very specialized compartment inside the nucleus which its main function is
the ribosomal biogenesis. However, in recent years it has been observed to attend in other
biological processes, highlighting the response to different types of cellular stress. Nucleolar
disruption has been associated with nucleolar oxidative stress and with the appearance of
several pathologies, nevertheless, this relationship has not been explored in rare progeroid
diseases. This work aims to evaluate whether the silencing of genes of telomerase complex
(DKC1 and NOP10) and telosome (TINF2), mutated in dyskeratosis congenita, produce an
oxidative stress detectable by nucleolar morphological changes and by alterations in the
expression and distribution of its proteins. Models with silenced DKC1 and NOP10 showed low
expression levels for the ribosomal subunits 45s and 18s, co-localization of NPM1 and GSTP in
the nucleus and translocation of NPM1 to the nucleoplasm. These events were not appreciated
in the TINF2 depleted cells. The results suggested that DKC1 and NOP10 genes produce a
nucleolar oxidative stress in addition to ribosomal biogenesis failures.

Palabras clave: nucléolo, NPM1, GSH, GSTP, disqueratosis congénita, ribosomopatia,
progeroide

Keywords: nucleolus, NPM1, GSH, GSTP, dyskeratosis congenita, ribosomopathy,
progeroid
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1. Abreviaturas

Act. D: actinomicina D

ADN: Acido desoxirribonucleico

ADNc: ADN complementario

ADNT: ADN ribosomal

ARF: Alternative Reading frame protein

ARN: Acido ribonucleico

ARNi: 4cido ribonucleico interferente

ARNm: Acido ribonucleico mensajero

ARNTr: ARN ribosomal

BSA: Seroalbimina bovina

CF: centro fibrilar

CFD: componente fibrilar denso

CG: componente granular

CIBERER: Centro de Investigaciones Biomédicas en Red de Enfermedades Raras
CI50: concentracién inhibitoria 50

CT: cycle threshold

DC: Disqueratosis congénita

DKC1: gen que codifica para la proteina disquerina
DMEM: Medio Minimo Esencial de Eagle

EROs: Especies Reactivas de Oxigeno

FBL: fibrilarina

Gpx: Glutatién peroxidasa

GR: glutatién reductasa

GSH: Glutatidn

GST: glutatién S-transferasas

GSTP: glutatién S-transferasa pi

GSSG: Disulfuro de glutatién

HPGS: Hutchinson-Gilford progeria syndrome
Hela: linea celular de adenocarcinoma cérvico-uterino
HPLC: cromatografia liquida de alta eficacia
hTERC: componente de ARN de la telomerasa humana
hTERT: componente catalitico de la telomerasa humana
H,0;: Peréxido de hidrégeno

IFl: inmunofluorescencia indirecta

ITS2: segundo espaciador interno transcrito
MDM2: murine doble minute 2

NCL: nucleolina

NOP10: Gen que codifica para la proteina NOP10
NORs: regiones organizadoras nucleolares

NPM1: nucleofosmina

PBS: Tampodn fosfato salino

PMSF: fenilmetilsulfonilo



gPCR: Reaccién en cadena de la polimerasa a tiempo real

RISC: RNA-induced silencing complex

RNPs: ribonucleoproteinas

RT: retrotranscripcion

RT-gPCR: Reaccién en cadena de la polimerasa con transcritasa reversa
RRMs: motivos de reconocimiento de ARN

SDS: Dodecilsulfato sédico

SDS-PAGE: Electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS

SFB: Suero fetal bovino

siDKC1: Poblacién celular con el gen DKC1 silenciado

siNOP10: Poblacion celular con el gen NOP10 silenciado
siTIN2: Poblacidn celular con el gen TINF2 silenciado

snARNSs: ARNs pequeiios nucleares

snoRNP: pequefias ribonucleoproteinas nucleolares

SRB: sulforodamina B

SSA: 4cido 5-sulfosalicilico

TBS-Tween: Tampdn fosfato salino con Tween

TCA: 4cido tricloroacético

TEMED: Tetrametiletildiamina

TERC: Gen que codifica para la proteina hTERC de la telomerasa
TERT: Gen que codifica para la proteina hTERT de la telomerasa
TIN2: TRF1-interacting nuclear factor 2

TINF2: Gen que codifica para la proteina TIN2

TRIS: Hidoximetilaminoetano
UV: ultravioleta



2. Introduccion

Las células estan sometidas de forma continua a condiciones de estrés que desencadenan
respuestas compensadoras. La naturaleza y gravedad del estrés celular determina que vias de
sefializaciéon se activan y el tipo de respuesta (detencién del ciclo celular, apoptosis o
reorganizacién de la arquitectura nuclear, etc.).

El nucléolo es un organulo nuclear que destaca por su alto dinamismo estructural y funcional; lo
que se traduce en un intercambio permanente con el nucleoplasma y con otros cuerpos
nucleares en funcién de los diversos estados de la célula y los cambios extracelulares 1. Es ese
papel en la coordinacion de la respuesta rapida al estrés celular el que lo reposiciona en el

epicentro de atencidn de los estudios moleculares *.

Nucléolo

El nucléolo es una estructura supramolecular densa no membranosa localizada en el nucleo de
las células eucariotas. Esta estructura puede variar en tamafio, forma y nimero en diferentes
tejidos dentro del mismo organismo. Su compleja arquitectura es una consecuencia de su
participacidn en la sintesis de ARN ribosomal (ARNr), y en el procesamiento y ensamblaje de las
subunidades ribosomales 2. La biogénesis ribosomal es la principal funcién del nucléolo, pero
no la Unica. Andlisis protedmicos han permitido identificar muchas proteinas nucleolares que
participan en diversos procesos celulares, tales como: replicacién virica, modificacion de ARNs
pequefios nucleares (snARN), ensamblaje de ribonucleoproteinas (RNPs) %, apoptosis, actividad
telomerasa, estabilidad de p53 3, envejecimiento, regulacién del ciclo celular, secuestro de

moléculas reguladoras, y como sensor de estrés celular °.

Se localiza alrededor de regiones cromosdmicas que contienen repeticiones en tdndem de genes
de ADN ribosomal (ADNr), denominadas regiones organizadoras nucleolares (NORs) 3. Estas
regiones se encuentran en los brazos cortos de los cromosomas acrocéntricos (en humanos en
los cromosomas 13, 14, 15, 21y 22) ' y codifican para el pre-ARNr 45s ©. Solo la mitad de las
repeticiones de ADNr se transcriben activamente durante la interfase mientras que el resto se
encuentra transcripcionalmente inactivo, pero todas residen dentro del nucléolo. Estas dos
clases de clusters de ADNr difieren entre ellas por su organizacién de la cromatina, por las

marcas epigenéticas y por las proteinas asociadas *.



Estructura nucleolar y transcripcion de genes ribosémicos
El nucléolo humano en interfase presenta una estructura tripartita que refleja la
compartimentacion de las diferentes etapas de la biogénesis ribosomal (Fig. 1). Las partes que
lo componen son: los centros fibrilares (CF), el componente fibrilar denso (CFD) y el componente
granular (CG) 2. Cada uno de estos compartimentos esta relacionado con un paso especifico de
la biogénesis de las subunidades ribosomales. La transcripcion del ADNr ocurre en loci activos
de ADNr dentro de los CF o en el borde de la region CF/CFD en repeticiones en tdndem de genes
que surgen como bucles radiales de ADNr mas condensado dentro de esta regién, dando lugar
al pre-ARNr 45s 7. Este pre-ARNr puede ser procesado y modificado de diferentes formas por las
ribonucleoproteinas nucleolares pequefas (snoRNPs) y por factores de procesamiento proteico
en la regién CFD, para generar las ARNr 28S, 185 y 5.85 1, que junto con el ARNr 5s constituyen
el core catalitico de los ribosomas °. Estas modificaciones mediadas por los snoRNPs incluyen la

2’-O-metilacién de la ribosa y la pseudouridilacién .
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Figura 1. llustracién de la biogénesis de las subunidades ribosomales en el nucléolo de mamiferos .



Posteriormente, los ARNr 28S, 18S y 5,85 se ensamblan con RNPs para dar lugar a las
subunidades ribosomales pre-40s (subunidad menor) y pre-60s (subunidad mayor) que
maduran y se ensamblan en las regiones CFD y CG antes de ser liberadas del nucléolo. Los
ultimos pasos de la biogénesis ribosomal ocurren en el nucleoplasma antes de ser transportados
al citoplasma %,

El nucléolo va sufriendo modificaciones a lo largo de toda la interfase. Durante la fase G1 es
pequefio y presenta pocos CF y abundante CFD con una actividad moderada, mientras que en la
fase G2 empiezan a aparecer multiples y pequefios CF y abundante CG, lo que conlleva también
un aumento en su tamafio y actividad. Pero, durante la transicién G2/M, el nucléolo comienza
a desensamblarse progresivamente hasta desaparecer cesando los procesos de transcripcién y

procesamiento ribosémico .

Proteinas nucleolares
Aproximadamente unas 250 proteinas nucleolares no ribosomales controlan las diferentes
etapas de la biogénesis ribosomal actuando como factores de ensamblaje ribosomal, pero se
encuentran ausentes en el ribosoma ya maduro. Especificamente, actian como nucleasas,
helicasas o chaperonas para mediar los numerosos eventos de ensamblaje y procesamiento 7.
Ademds, actuan de diana de otros factores que participan en el control y regulacion de la

actividad celular >.

Nucleolina (NCL)/C23

Es de las proteinas mas abundantes dentro del nucléolo, puede llegar a representar hasta el 10%
de las proteinas nucleolares®2. Es una fosfoproteina multifuncional codificada por el gen NCL
humano, localizado en el cromosoma 2 °. Contiene cuatro motivos de reconocimiento de ARN
(RRMs) que permiten su unién a las estructuras de stem-loop dentro del pre-ARNTr, actuando
asi como chaperona tanto para el correcto plegamiento del ARN como para el ensamblaje de los
ribosomas ’. Por todo ello, la nucleolina estd muy asociada con la proliferacién y el crecimiento
celular 1°. Ademas, diversos estudios indican que se une a la cromatina nucleolar, participando
en la transcripcion de la ARN pol |, y que transporta al citoplasma las particulas ribosémicas >,
La actividad de la nucleolina se regula normalmente por su localizacién intracelular y las
modificaciones post-traduccionales, incluyendo la fosforilaciéon, la metilacién y la ADP-
ribosilacién 0. Se localiza principalmente en la regién CFD del nucléolo. Aunque una pequefia

porcion también ha sido detectada en la region CG de los eucariotas %2,



Fibrilarina (FBL)

Es una proteina nucleolar basica codificada por el gen humano FBL presente en el cromosoma
19. Tanto su estructura, su secuencia y su funcién se encuentra muy conservada entre los
eucariotas. Es una metil-transferasa que participa en el procesamiento y modificacion del pre-
ARNTr, en el ensamblaje ribosomal y se asocia a las snoARNs implicados en los procesos de
metilacién de ribosas para formar el complejo box C/D snoRNP. >’ También es una proteina
esencial para el desarrollo embrionario temprano 3. Se encuentra en las regiones de CFD
durante la etapa de interfase. Sus niveles de expresion dependen de la actividad transcripcional
del nucléolo y de la progresion del ciclo celular. Por tanto, sus niveles se incrementan conforme

aumenta la proliferacién celular ®.

Nucleofosmina 1 (NPM1)/B23

La nucleofosmina, conocida como numatrina en mamiferos, es una fosfoproteina muy
abundante dentro del nucléolo, pero que puede translocarse al nucleoplasma o al citoplasma,
reflejando la dindmica de las proteinas nucleolares y caracterizando la accién mas relevante de
la proteina: la respuesta al estrés nucleolar *. Estd codificada por el gen humano NPM1 presente
en el cromosoma 5. Esta proteina interactla con gran nimero de macromoléculas para llevar a
cabo multitud de funciones entre las que se encuentra unirse a acidos nucleicos, presentar
actividad ARNasa, participar en la escision del segundo espaciador interno transcrito (ITS2)
dentro del pre-ARNTr, lo que lo convierte claramente en un factor de ensamblaje ribosomal, y es
capaz de regular la transcripcién mediante su interaccién con diversos factores como Myc, NFkB,
YY1 o p53. Actua, ademas, como una chaperona de histonas que ayuda a mantener la estabilidad
del genoma participando en la reparacion de la rotura del ADN de doble cadena, bloqueando la
apoptosis y participando en la duplicacidn del centrosoma en la profase y en la formacién del
uso mitético en metafase’!®. Su fosforilacién ocurre durante ciertos eventos celulares. Los
diversos patrones de fosforilacion pueden estar correlacionados con la regulacion de la

localizacién de NPM1 en diversas condiciones 4.

El nucléolo como sensor de estrés
Diferentes eventos, como por ejemplo el dafio al ADN por la irradiaciéon con ultravioleta (UV)
y/o la inhibicién de la transcripcién por actinomicina D (Act.D) pueden ocasionar segregacion
nucleolar o redistribucion de las proteinas nucleolares hacia el nucleoplasma o el citoplasma
2

debido a la disrupcién nucleolar La segregacion se caracteriza por la condensacién vy

consecuente separaciéon de la CF y del CG, junto con la formacién de “caperuzas nucleolares”
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alrededor de los restos nucleolares “. Esto se traduce en fallos en la biogénesis ribosomal y
funcidén de los ribosomas (estrés nucleolar), que en ultima instancia conducen a la disrupcién de

la homeostasis celular, activando una respuesta de estrés celular 74,

El nucléolo es el mayor
sensor de estrés de la célula, y cuando es perturbado inicia una detencién del ciclo celular
dependiente de p53. El principal mecanismo que une la disrupcidn nucleolar con la activacion
de p53 y la detencién del ciclo celular en mamiferos es la proteina MDM2 (murine doble minute
2), la ubiquitin ligasa E3 que regula de forma negativa p53, marcandola para su degradacion por

el proteasoma mediada por ubiquitina (Fig. 2A) 7.

(A) Regulacion de p53 bajo condiciones (B) Regulacion de p53 durante el

normales estrés nucleolar
/ -
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Figura 2. Regulacion de p53 durante condiciones normales y de estrés nucleolar ’.

Bajo una situacion de estrés nucleolar (Fig. 2B), varios factores de ensamblaje ribosomal,
localizados en condiciones basales dentro del nucléolo, se redistribuyen por el nucleoplasma,
mientras las proteinas ribosomales que pasan al nucleo son incapaces de ensamblarse en los
ribosomas. Varias de estos factores de ensamblaje y proteinas ribosomales (RpL5, RpL1) se unen
y blogquean la accion de MDM2, permitiendo que se estabilice p53 y cese su degradacién. Por
otra parte, Arf (alternative Reading frame protein, p14*" en humanos) es una proteina supresora
de tumores que en células no estresadas se localiza en el nucléolo, principalmente por su
interaccion con la NPM1 (Fig. 2A). Pero en condiciones de estrés nucleolar, esta es liberada al
nucleoplasma donde se une y bloquea MDM?2 inhibiendo la ubiquitinizacién y permitiendo que

p53 se acumule y bloquee la progresién del ciclo celular e inicie la apoptosis ’.
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Implicaciones en enfermedades
La actividad nucleolar alterada se ha asociado a varias patologias, incluyendo algunos canceres,

infecciones virales !, enfermedades neurodegenerativas, envejecimiento ¢’

y de manera muy
particular con las ribosomopatias 8. Estas Gltimas comprenden un conjunto de sindromes en
los que la biogénesis y/o la funcidn ribosomal estd alterada como consecuencia de mutaciones
en genes que codifican para proteinas ribosomales o factores de ensamblaje ribosomal ’.
Ademas, mas recientemente, se ha ido proponiendo la disfuncidn nucleolar como uno de los
mecanismos subyacentes en la etiopatogenia de un grupo de enfermedades catalogadas como
raras (por definicion son aquellas que presentan una prevalencia de menos de 5 casos por cada
10.000 habitantes °. Entre estas se encuentran diversos sindromes como el sindrome de
Werner, el de Bloom, el de Rothmund-Thomson, el de HGPS (Hutchinson—Gilford progeria
syndrome), el de Treacher Collins, el de Shwachman Diamond y disqueratosis congénita (DC),
entre otros %. En los tres primeros sindromes se producen mutaciones en genes que codifican
para proteinas RECQ de la familia de las helicasas de ADN , enzimas que se almacenan en el
nucléolo en condiciones de estrés oxidativo 2. En el caso de DC, objeto de nuestro estudio,
existen mutaciones en genes que codifican snoRNPs y ribonucleoproteinas 22 importantes para

la funcion ribosomal y la homeostasis telomérica, varias de ellas localizadas en el nucléolo.

Disqueratosis congénita

DC (ORPHA1775), es un desorden hereditario multisistémico de envejecimiento prematuro
caracterizado por una elevada heterogeneidad clinica y genética. La variabilidad atafie al inicio
de la enfermedad, a la progresién y a la severidad de los sintomas y signos clinicos. En la forma
clasica de la enfermedad, el fenotipo se caracteriza por pigmentacién anormal de la piel,
distrofia ungueal y leucoplasia oral (triada mucocutanea) (Fig. 3). La esperanza de vida de estos
pacientes es aproximadamente de 50 aios, y las principales causas de muerte son fallos en la

médula dsea (60%-70%), enfermedad pulmonar (10%-15%) y aparicion de cdncer (10%) 2.
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Figura 3. Triada fenotipica. (A) Alteraciones en la pigmentacion de la piel. (B) Alteraciones ungueales. (C)
Leucoplasia oral 23.

Genéticamente también es muy heterogénea, ya que se han identificado mutaciones en al
menos 12 genes, que afectan a nivel molecular al procesamiento del ARNr y al mantenimiento
de la longitud telomérica ’. El descubrimiento de estas mutaciones posibilité establecer la
relacidon entre DC y la telomerasa, y la clasificacién de la enfermedad como ribosomopatia y
telomeropatia primaria (Fig. 4B). Los genes mutados se han asociado a tres patrones de

herencia: recesiva ligada al cromosoma X, autosdmica dominante y autosémica recesiva 2.

La mutacion del gen DKC1 fue la que primero se describié como Sindrome de Zinsser-Engman-
Cole o DC, y se asocia con un patrén recesivo ligado al cromosoma X. Este gen codifica la
disquerina, una snoRNP de la caja H/ACA altamente conservada, para la que se han descrito
dos funciones principales en el nucléolo: la pseudouridilacién durante la maduracién del ARNr y
la estabilizacién del complejo telomerasa a través de la interaccion con el componente de ARN

de la telomerasa humana (TERC) 2922,

Mutaciones en los genes TERC, TERT y TINF2 corresponden a formas autosdmicas dominantes
de la enfermedad. Las mutaciones tanto en el componente catalitico (TERT) como en la plantilla
RNA (TERC) producen una haplo-insuficiencia en la telomerasa funcional ocasionando el
acortamiento telomérico %?*, TINF2 es el segundo gen mas mutado en DC, y los pacientes
portadores de estas mutaciones suelen presentar un fenotipo severo y telémeros

2. TINF2 codifica para un componente del complejo de la

excesivamente cortos
shelterina/telosoma, la proteina TIN2 (TRF1-interacting nuclear factor 2) %. Este complejo (Fig.

4A) estd compuesto ademas por TRF1, TRF2, POT1, TPP1y RAP1 2%, cuya funcién es la proteccion
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de los telédmeros, probablemente inhibiendo la reparacidon del ADN, y la regulacién de la

longitud del telémero inhibiendo la telomerasa 2°.

Telomerase RNP

(B)

Dyskerin
(l\) Shelterin GAR1
NOP10
NHP2

TIN2

RAP1
TRF1  TRF2
3

5

LLCLRE ATV O VRS

* TERC

Figura 4. (A) Complejo shelterina. (B) Complejo telomerasa ?’.

Existen evidencias que sugieren que varias proteinas del nucleo del telémero presentan
funciones extra-teloméricas. En particular, TERT se ha demostrado que también se localizaen la
mitocondria para proteger contra el estrés oxidativo y la apoptosis. Mas recientemente se ha
observado que la proteina TIN2 también se encuentra en la mitocondria regulando la
fosforilacién oxidativa de esta, estableciendo un vinculo entre regulacion telomérica y control

metabdlico 2.

Finalmente mutaciones en TCAB1, NHP2 y NOP10 se describen en DC con herencia autosémica
recesiva 2. NOP10, como DKC1, codifica para snoRNP de caja H/ACA, por lo que su mutacién
ocasiona un fallo en el procesamiento del ARNr 18s y un colapso de la subunidad ribosomal 40s
acoplado a la estabilizacion de p53 a través de proteinas ribosémicas pequefas que se unen a

MDM2, por ende ocasionando un estrés nucleolar ’.

En este contexto cabe destacar que los linfocitos de pacientes con DC con diferentes mutaciones
presentan un fenotipo estresado con elevados niveles de especies reactivas de oxigeno (EROs)
2930 Con frecuencia este desequilibrio redox es interpretado como consecuencia del
acortamiento telomérico y la respuesta al dafio del ADN. El ADN telomérico es susceptible al
estrés oxidativo dado que su cadena es monocatenaria y presenta gran cantidad de guaninas
susceptibles de reaccionar con las EROs. Este exceso de sensibilidad al estrés oxidativo del ADN
telomérico, junto con las mutaciones que afectan al complejo telomerasa, podria ser las razones

de que la pérdida telomérica se vea incrementada en estos pacientes °.
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Sistemas antioxidantes. Implicaciones del Glutatién y GSTP

El estrés oxidativo puede definirse como un desequilibro o desbalance redox entre la produccién

31 La célula emplea diferentes sistemas

de EROs y la capacidad antioxidante de la célula
antioxidantes para mantener la homeostasis celular. Estos sistemas antioxidantes pueden ser
enddgenos o exdgenos. Entre los primeros se pueden encontrar: a) los antioxidantes
enzimaticos en los que se incluye la superdxido dismutasa, las tioredoxinas-reductasas, las
sulfoxi-metionina-reductasas o las glutatiéon S-transferasas; y b) los antioxidantes no-
enzimaticos, como el glutation (GSH), el acido urico, el 4cido dihidro-lipdico, la metalotioneina,

el ubiquinol (Co-enzima Q) o la melatonina. Ambos grupos son principalmente sintetizados por

nuestro propio organismo, pero la dieta puede contener también estos antioxidantes 2.

Glutation (GSH)

El gamma-glutamil-cisteinil-glicina, también conocido como glutation (GSH), es un tripéptido
presente en la mayoria de tipos celulares, habitualmente a altas concentraciones entre 0.2-10
mM 33, Es un antioxidante esencial para la supervivencia de las células eucariotas y su
concentracion intracelular es un indicador de estrés oxidativo 3*. Presenta un grupo -SH libre
(tiol), que es el que la otorga las propiedades antioxidantes para proteger a las células frente a
los radicales libres .

En el interior celular se encuentra presente de dos formas: en la forma sulfhidrilo reducida
(GSH), y la forma oxidada como disulfuro de glutation (GSSG). El estrés oxidativo tiene grandes
efectos en el balance del tiol celular y puede producir un descenso del ratio GSH/GSSG en
numerosos organos 3*. GSH/GSSG es la principal pareja redox ya que determina el estado
oxidativo de las células 3. Los EROs, xenobidticos y otros radicales organicos son neutralizados
por GSH a través de una cascada de mecanismos de detoxificacién en los que participan

glutatién peroxidasas (GPx), glutatidn-S-transferasas (GST) y glutation reductasa (GR) 3.

Entre sus capacidades de detoxificacion se encuentra la de eliminar los radicales libres y otros
EROs, tanto de forma directa como indirecta a través de reacciones enzimaticas. En estas
reacciones se produce la oxidacién del GSH a GSSG, el cual es posteriormente reducido por la
glutation reductasa dependiente de NADPH (Fig. 5A). Ademads, el glutatién es capaz de
reaccionar con varios electréfilos, metabolitos fisiolégicos y xenobidticos para formar
mercapturatos. Estas reacciones se inician por las glutatidon-S-transferasas, una familia de

enzimas de detoxificacion de fase Il 33.
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El GSH no solo participa en la detoxificacién de compuestos, también puede participar en las
sefiales de transduccion, en la maduracidon espermatica, en la expresidn génica o en la apoptosis,

ademas de en otra plétora de reacciones celulares 3.

Glutation S-transferasa Pi (GSTP)

El glutation S-transferasa Pi (GSTP) fue inicialmente aislado de la placenta, se encuentra en todos
los mamiferos y se expresa en altos niveles especialmente en ciertos canceres y en células
tumorales resistentes a farmacos. En un principio se considerd a GSTP citosdlica, pero también
se ha descrito su presencia en el nucleo o la mitocondria **.

Se describié originalmente como una enzima de detoxificacion de fase Il, pero también presenta
funciones de chaperona no cataliticas que regula varias quinasas. También puede actuar como
una glutationilasa en la S-glutationilacién post-traduccional de las proteinas. La reaccién de S-
glutationilacién se produce en los residuos de cisteinas de las proteinas en ambientes de bajos
pKa, formando un enlace disulfuro con el GSH, en un ciclo reversible y dindmico que actda como
un segundo nivel de regulacién en varios procesos celulares (Fig. 5B). Cuando las células se ven
expuestas a un estrés celular como el originado por los EROs, la S-glutationilacion es capaz de
proteger a las células contra el dafio oxidativo irreversible, una posterior de-glutationilacién

puede restaurar la proteina a su estado nativo °.

(A) (B)

H,O H,0,
Glutathione 0 SH
Peroxidase : |
NH; + NH__~COOH + Xenobiotic (X)
' |
GSSG GSH COOH 0 Glutathione
Glutathione Stransferase
Glutathione
Reductase Glutathione 0 SX
S-Transferase o |
2 ] COOH
" o NH__-
NADPH NADP |
COOH 0
GSH Conjugate Glutathione S-conjugate

Figura 5. (A) Ciclo redox del glutation. (B) Papel del glutation S-transferasa en la s-glutationilacion.
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Papel de los sistemas antioxidantes en el estrés nucleolar
Se ha observado que en situaciones de estrés nucleolar se desencadena diferentes mecanismos
redox en los que participa el GSH y la GSTP para compensar esta situacién. En un estudio llevado
a cabo en 2016 por investigadores de la escuela de medicina Shanghai Jiao Tong, se demostré
que durante la oxidacién nucleolar se produce la s-glutationilacién de la proteina nucleolar
NPM1, y uno de los factores que podrian actuar como glutationilasa en esa reaccién seria la

GSTP (Fig. 6).

Estos datos permiten relacionar la oxidaciéon nucleolar con enzimas detoxificadoras, haciendo
patente también el papel que juega el GSH y el GSTP en los diferentes procesos de estrés

nucleolar para mantener la homeostasis celular.

Cytoplasm Cytoplasm
Cellular stresses

. %q% \
Nucleus 1 Nucleus
/ Nucleolus / Nucleolus

Nucleolar
oxidation

: q\ I\
NeMi g N & o .
NPM1 S-glutathionylation
\ and translocation \
Nucleoplasm Nucleoplasm
P53 A b
Proteasome ® ® ® p53
— 5 nem® ——
HDM2 o
@ p53
HDM2

Figura 6. Deteccion del estrés nucleolar por NPM1. La oxidacion nucleolar es una respuesta general a
varios tipos de estrés celular. Durante la oxidacidn nucleolar, la NPM1 sufre una s-glutationilaciéon en la
cisteina 275, provocando que esta se disocie de los acidos nucleicos nucleolares. De esta forma, NPM1
permite la activacion de p53 inducida por estrés nucleolar 4.
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3. Hipdtesis

La principal y mds reconocida funcién del nucléolo es su papel en la biogénesis de ribosomas.
Sin embargo, recientemente se ha aceptado que la oxidacidon nucleolar es una respuesta al
estrés celular.

La disfuncién nucleolar se posiciona en la fisiopatologia de varias enfermedades, como es el caso
de DC, no obstante, queda por dilucidar si mutaciones en genes nucleolares relevantes en DC
también contribuyen al desequilibrio redox y si el nucléolo puede ser un sensor del estrés

oxidativo en esta patologia.

Por todo esto, nos planteamos la siguiente hipodtesis: El estudio de parametros nucleolares
morfoldgicos y funcionales permite detectar la presencia de estrés oxidativo y dilucidar si los

genes DKC1, NOP10y TINF2 estan asociados al desequilibrio redox.

4. Objetivos

En el grupo de investigacién del Centro de Investigaciones Biomédicas en Red de enfermedades
raras (CIBERER) se estudia la fisiopatologia de enfermedades raras progeroides y en particular
los eventos relacionados con el estrés oxidativo. DC figura entre las patologias de interés, por lo
cual se han generado modelos celulares de silenciamiento transitorio para los genes DKCI,
NOP10vy TINF2 (siDKC1, siNOP10 y siTIN2) implicados en DC.
Basandonos en estos precedentes, nos planteamos como objetivo general:
Evaluar varios parametros nucleolares en los modelos celulares siDKC1, siNOP10 y siTIN2 en
diferentes condiciones de estrés oxidativo.
De forma especifica
e Optimizar el silenciamiento para los modelos siDKC1, siNOP10 y siTIN2 en varias escalas.
e Evaluar la morfologia nucleolar en células NIH3T3, HelLa y en modelos siDKC1, siNOP10
y SiTIN2 a través del kit “CytoPainter Nucleolar Staining”.
e Estudiar expresién de proteinas ribosomales y patron de distribucién de proteinas
nucleolares no ribosomales en los modelos silenciados.

e Estudiar niveles de GSH en los modelos siDKC1, siNOP10 y siTIN2 tratados con Diamida
Yy H,0,.

e Obtener extractos nucleolares para estudiar expresion proteica de GSTP y NPM1.
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5. Materiales y Métodos

Cultivo celular

Las células utilizadas en este estudio corresponden a la linea celular de adenocarcinoma cérvico-
uterino (Hela) y a fibroblastos de ratdn (NIH 3T3). Estas lineas estables de tipo adherente fueron
cultivadas en frascos de 75 cm? (cultivo de mantenimiento) a una densidad de siembra de
2,1x10° 0 (28,000 células/cm?) en medio de cultivo Dulbecco’s modified Eagle Medium (DMEM)
(Biowest, Riverside, MO, EE.UU.) suplementado con 10% de suero bovino fetal (SBF) (Biowest,
Riverside, MO, EE.UU.), 1% de penicilina/estreptomicina (Biowest, Riverside, MO, EE.UU.) y 1%
de L-Glutamina (Biowest, Riverside, MO, EE.UU.). Los cultivos se mantuvieron a 372C en una
atmosfera de CO; al 5% humidificada (Incubadora NUAIRE, NU-4750E CO,). Tanto la preparacion
de los medios como la manipulacidon de las células se realizaron en condiciones de asepsia
utilizando cabinas de flujo laminar vertical de seguridad bioldgica tipo Il (Telstar®). Se comprobd
por técnica de PCR que las células estaban libres de contaminacidn por micoplasma. Las células
se resembraron al alcanzar un 80-90% de confluencia, para ello la monocapa se despegd por
tripsinizacion con 1,5 ml de tripsina (0,25 % tripsina - EDTA 1 mM en HBSS pH 8,0 con Rojo Fenol;
Biowest, Riverside, MO, EE.UU.) 2 minutos a 37°C. Después se recogieron con 8 ml de DMEM
completo (10% SBF, 1% glutamina, 1% P/S), se centrifugaron a 750 rpm durante 3 min y se
resuspendio el botdn celular en 1 ml de medio de cultivo para su conteo en camara de Neubauer.
Todos los experimentos se realizaron en las instalaciones del Servicio de Cultivos Celulares del

Laboratorio CIBER de la Universidad de Valencia.

Silenciamiento génico mediante ARNi

Para llevar a cabo el silenciamiento se empled la tecnologia del ARN de interferencia (ARNi),
especificamente se realizd una transfeccion directa usando la lipofectamina RNAIMAX
(Invitrogen, Ref: 13778-150), como agente transfectante. La lipofectamina es un reactivo que
permite la formacidén de liposomas gracias a los lipidos catidnicos que se unen con el ARNi con
cargas anidnicas. Los liposomas se fusionan con la membrana plasmatica de la célula,
permitiendo asi la entrada del ARNi al interior celular. Las proteinas Argonautas del complejo
RISC (siglas en inglés RNA-induced silencing complex) se ensamblan con el ARNi se usa como guia
para identificar el ARN mensajero complementario y cataliza el corte del mensajero en dos
mitades ocasionando su degradacién nucleolitica, bloqueando la expresién génica.

Se disefid el experimento con cinco grupos:
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e Grupos 1-3 (siGen interés): siARN validados para los genes de interés siDKC1 (ID: s4111,

Ambion, CO), siNOP10 (ID: 215701, Ambion, CO) y siTINF2 (ID: s25355, Ambion, CO).

e Grupo 4 (siCONTROL): siARN no diana (Cat: AM4635, Silencer Negative Control siARN

#1, Ambion). Como control del procedimiento de transfeccion.

e Grupo 5 (MOCK): lipofectamina, como control del agente de transfeccidn.

Para conseguir el silenciamiento tanto a nivel génico como proteico se empled un método de

silenciamiento secuencial de dos dias consecutivos.

Cultivo de las células

El silenciamiento se llevd a cabo en placas multipocillos de tres formatos (8, 6 y 12 pocillos),

segun la finalidad del experimento. La densidad celular de siembra fue de 50.000 en placas de 8

pocillos, 100.000 células en las placas de 12 pocillos y 200.000 en las de 6 pocillos.

Silenciamiento génico (24 h de cultivo)

Preparacion de reactivos de transfeccion

Se prepard la lipofectamina y luego las soluciones stock siARN correspondientes a los grupos de

tratamiento (concentracion 20 uM). De cada grupo se prepararon 2 réplicas.

Tabla 1: Preparacion de los reactivos de transfeccion.

Formato de 12 pocillos

Grupo 1-3 Grupo 4 Grupo 5
siGen de interés siCONTROL MOCK
Lipofectamina 123 pl DMEM s/ suplem. y 2 pl lipofectamina
118,75 pl DMEM s/suplem. | 122.5 pyl DMEM s/suplem. 125 pl DMEM
Tratamientos y 6,25 ul de siDCK1 y 2,5 ul de siCONTROL s/suplem.
SiNOP10 y siTIN2 (1 pM)
Formato de 8 pocillos
Lipofectamina 61,5 ul DMEM s/ suplem. y 1 ul lipofectamina
178,13 pl DMEM s/suplem. 183,75 ul DMEM s/ 187,5 ul DMEM
Tratamientos y 9,38 ul de siDCK1 suplem.y 3,75 ul s/suplem.
SiNOP10 vy siTIN2 siCONTROL
Formato de 6 pocillos
Lipofectamina 246 pl DMEM s/ suplem. y 4 pl lipofectamina
238 ul DMEM s/suplem.y 12,4 244 ul DMEM s/ suplem.
" . / p y " / sup 250 ul DMEM
Tratamientos pl de siDCK1 siNOP10 y 6,2ul
. . s/suplem.
y siTIN2 siCONTROL
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Tras 5 minutos de reposo la mezcla de silenciamiento se obtuvo vertiendo la lipofectamina, con
ayuda de la micropipeta, sobre los tubos de soluciones stock de ARNi, y se resuspendid
suavemente. La mezcla se dejé reposar durante 20 minutos a temperatura ambiente para
conseguir la formacién de los liposomas (con ARNi a concentracién de 0,5 uM).
Silenciamiento
A las 24 h de cultivo los pocillos se lavaron dos veces con DMEM sin suplementar y finalmente
se afiadié 2 ml de medio DMEM sin suplementar por pocillo en la placa de 6, 1 ml para la de 12
pocillos y 500 ul de DMEM sin suplementar en la placa de 8 pocillos.
Pasados los 20 minutos, se goted el contenido de la mezcla de silenciamiento sobre su
correspondiente pocillo (concentracidn final de ARNi en pocillo de 100 nM).
Las placas se incubaron a 372Cy 5% de CO, durante 5 horas. Posteriormente, se elimind el medio
y se afiadi6 DMEM con 10% de SBF.

22 Silenciamiento génico (48 h cultivo)
Tras las 24h de la primera transfeccion, se llevé a cabo el segundo silenciamiento. Se sigui6 el
mismo protocolo que el dia anterior, a excepcidn de que, tras las 5 horas de incubacidon con la
mezcla de silenciamiento, se afiadié el medio DMEM suplementado con 10% de SBF y 1% de

Penicilina/Estreptomicina.

Cuantificacion de expresion génica

La cuantificacidén de la expresidn génica se realizé por reaccién de PCR de transcripcion inversa
cuantitativa (siglas en inglés RT-qPCR), usando la técnica de sondas tagman (Tagman Gene
expresssion assays (Life Technologies, Carlsbad, CA, EE. UU)) en unos casos y el método de SYBR

Green para otros.

Para ambos casos se extrajo ARN empleando el kit NucleoSpin® ARN/Protein, (Macherey-Nagel,
Diren) a partir de células cultivadas en placas de 12 pocillos y 24 h posteriores a la Ultima
transfeccion. Se procedié segun las instrucciones proporcionadas por el fabricante. EI ARN
purificado se cuantificd con el Nanodrop 2000 spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, EE.UU.). Se utilizé como blanco 1 plL de agua libre de ARNsas, igual volumen se
usé para medir la absorbancia a 260 nm. Las muestras fueron conservadas a -80°C. A partir de

este ARN se obtuvo el ADN complementario (ADNc) por retrotranscripcién (RT).
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Técnica Tagman

La reaccion se realizé en placa de 96 pocillos, y se afiadié a cada uno 10 pL de la muestra de ARN
(200 ng) y 10 pL de mezcla de PCR (10xRT buffer (2 pL), 25x dNTP Mix 100mM (2 pL), 10x Random
primers (0,8 pL), multiscribe reverse transcriptasa (1 uL) y agua libre de nucleasas (4,2 ulL)) (High-
Capacity cADN Archive kit, Applied Biosystems, Foster City, CA, EE.UU.). Se programod en el
Termociclador 9800 Fast Termal Cycle (Applied Biosystems) un primer paso de incubacién a 25°C
durante 10 minutos, seguido de un periodo de 120 minutos a 37°C, y una fase final de
inactivacion a 95°C durante 5 minutos.

PCR cuantitativa (siglas en inglés q-PCR)

Las muestras (1 pL) se adicionaron a los pocillos de una placa de 384 pocillos y se afiadieron 3,5
pL de agua libre de ARNasas, 1 uL TagMan® Gene Expression Assays (Life Technologies), 5 uL
TagManH Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems, P/N 4304437, Foster City, CA. EE.UU.)
y 0,5 pL la mezcla de los cebadores especificos (1,5X) para DKC1 (Hs00154737_m1), NOP10
(Hs00430282_m1), TINF2 (Hs01554309 g1), TERC (Hs03454202_s1). Las muestras se colocaron
por triplicado para cada uno de los genes y se cuantificd en el termociclador ABI Prism 7900 HT
Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Foster City, CA. EE.UU.). Se mantuvo durante
10 minutos a 95°C para activar el enzima, seguido de 40 ciclos en los que se mantuvo la

temperatura a 95°C durante 15 segundos para disminuirla a 60°C durante un minuto.

Técnica SYBR Green

La reaccion se realizdé en placa de 96 pocillos, y se afiadidé a cada uno 17 pL de la muestra de ARN
(200 ng) y 3 uL de mix de PCR (5x Reaction Mix (2 pL), Maxime Enzime Mix (3 pL), (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, EE.UU.). Se introdujeron en el Termociclador 9800 Fast Termal Cycle
(Applied Biosystems) y se dejaron en un primer paso de incubacion a 25°C durante 10 minutos,
seguido de un periodo de 15 minutos a 50°C y una fase final de inactivacién a 85°C durante 5
minutos.

q- PCR

Una vez obtenido el ADNc se procedié a la cuantificacion mediante qPCR empleando el kit
Maxima SYBR Green/ROX gPCR Master Mix (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE.UU.).
Para llevar a cabo esta PCR se colocd 1 plL de cada una de las muestras de ADNc en los pocillos
correspondientes de una placa de 384 pocillos y 9 uL del mix de qPCR (Master Mix (5 uL), Primers
especificos para cada gen (0,5 plL para Fy 0,5 plL para R), agua libre de ARNasas (3 puL) (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, EE.UU.), obteniendo un volumen total por pocillo de 10 uL. Los
primers empleados fueron 5’-CTCCGTTATGGTAGCGCTGC y 5'-GCGGAACCCTCGCTTCTC para 45S
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(Sigma Aldrich, St. Louis, EE.UU.), 5’-CGACGACCCATTCGAACGTCT y 5’-
CTCTCCGGAATCGAACCCTGA para 18S (Sigma Aldrich, St. Louis, EE.UU.), y 5'-
GCTGGCTTCGGCAGCACATATAC y 5-TATCGAACGCTTCACGAATTTGC para TERC DNA (Sigma
Aldrich, St. Louis, EE.UU.). Las muestras se colocaron por triplicado para cada uno de los genes
y se cuantificé en el termociclador ABI Prism 7900 HT Fast Real-Time PCR System (Applied
Biosystems, Foster City, CA. EE.UU.). Se mantuvo durante 2 minutos a 50°C, seguido de 40 ciclos
en los que se mantuvo la temperatura a 95°C durante 10 minutos para disminuirla a 60°C
durante un minuto.
Se empled la cuantificacion relativa segin el método de 222°T 3¢ usando los valores
correspondiente al niumero de ciclos de PCR en el cual la fluorescencia detectada se diferencia
del ruido de fondo (por siglas en inglés CT (cycle threshold)). Este valor es inversamente
proporcional a la cantidad de ADN inicial y es caracteristico de cada una de las reacciones.
El método 2227 cuantifica en base a la CT de un gen de referencia. En este caso se empled
GAPDH como gen de referencia:
AACT= (Ctgen interés — Ctgen referencia) silenciado — (Ct gen interés — Ct gen
referencia) sicontrol
Para poder aplicar esta formula es necesario que la eficiencia de la reaccion de PCR (E) en ambos
genes sea aproximadamente igual. Para comprobarlo se construyd una curva para cada gen a
partir de diluciones seriadas 1:10 de una muestra de ARN de concentracidn conocida obtenida
de células Hela. La E se calculd a partir de las pendientes obtenidas luego de representar el
logaritmo de la concentracion (eje x) frente al CT (eje y) y segun la ecuacion:
E = 10(*/pendientel_ 1 x 100
donde E = 100 corresponde a 100% eficiencia. La eficiencia para genes ribosomales y TERC fue

de 1,8y 1,9, respectivamente.

Tratamientos

Para disminuir los niveles de GSH y generar estrés oxidativo se emplearon dos reactivos. La
diamida (Sigma-Aldrich St. Louis, EE.UU.) es el agente oxidante de tioles que se empled para
reducir, de forma rapida los niveles de GSH al oxidarlo a GSSG. El rango de concentraciones
empleadas de este reactivo para el tratamiento de células se encuentra en torno a 0,05-0,5 mM
37, También se empled el H,0, (Sigma-Aldrich St. Louis, EE.UU.), una ERO que produce dafios en
el ADN y otras alteraciones celulares que conducen a un estado de estrés oxidativo. En este caso
el rango de concentraciones empleadas de este reactivo se encuentra alrededor de 0,001-0,5

mM.

23



e Se prepard una disolucién stock de 20 mM de diamida en H,O MQ. Se realizé un filtrado
de 0,22 um. Para los tratamientos se prepar6 en DMEM sin suplementar. La
concentracién a emplear del compuesto se determind mediante el ensayo de
sulforodamina B (SRB).

e Se prepard una disolucién stock de 0,979 M de H,0; en H,O MQ. Para los tratamientos,
el compuesto se prepard en DMEM sin suplementar a una concentracién de 500 uM vy
se tratd a las células durante 30 minutos, a 372C y 5% de CO, como habia descrito

anteriormente Yang et al., (2016).

Estudio de viabilidad celular (método de tincidn por exclusion)

Se determiné la viabilidad celular para el tratamiento con H,0,y diamida mediante el método
de exclusién con azul tripdn. Este es un colorante azoico que permite diferenciar las células
vivas de las muertas. En las células que son viables, su membrana se encuentra intacta y por
tanto no son capaces de incorporar el colorante. En cambio, las células muertas si que presentan
comprometida la integridad de la membrana, por lo que el azul tripan es capaz de atravesar la
membrana vy tefiir las células. Se sembraron 200.000 células en placas de 6 pocillos, y tras 24
horas se trataron con los tratamientos anteriormente descritos. Se procedié a recoger las células
a los 30 minutos del tratamiento y el pellet celular se resuspendié en 1 ml de medio sin SFB, de
esta mezcla se tomaron 20 pL y se le adicionaron 20 plL de azul tripdn; dejandose 3 min a
temperatura ambiente. A continuacion, se transfirieron 10 pL de la suspension celular a la
camara de Neubauer y se procedid al contaje directo en el microscopio invertido (Leica
Microsystems, DFC450 C). Se contaron el nimero de células tefiidas (muertas) y las no tefiidas
(vivas) y se calculd el porcentaje viabilidad (nimero de células vivas/nimero de células totales

multiplicado por 100).

Ensayo citotdxico. Sulforodamina B

Para determinar la inhibicion del crecimiento celular producido por los distintos tratamientos,
se empled el ensayo de SRB. Es un ensayo colorimétrico basado en la tincidn de proteinas para
células que crecen tanto en monocapa como en suspension. El SRB es un colorante minoxanteno
brillante de color rosa con dos grupos sulfénicos que se unen a los residuos de los aminodcidos
basicos de las proteinas celulares en condiciones acidicas suaves; y se disocia en condiciones
basicas. Como la unién de SRB es estequiométrica, la cantidad de colorante extraido de las

células tefiidas es directamente proporcional a la masa celular %,
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Este analisis fue realizado en placas de 96 pocillos sembrando 10.000 células Hela por pocillo
en 200 pul de DMEM completo. A las 24h post-siembra, se anadié el tratamiento a diferentes
concentraciones (0,01 mM; 0,03 mM, 0,06 mM; 0,12 mM; 0,25 mM, 0,5 mM; 1 mM; 2 mM)
disueltos en 200 ul de DMEM sin suplementar durante 24h. Se realizaron triplicados por cada
condicidn. Pasado el tiempo del tratamiento, las células se fijaron con 50 pL acido tricloroacético
(TCA) al 10% (Sigma-Aldrich, St Louis, EEUU). Se incubé la placa durante 1 hora a 42C. Se eliminé
el sobrenadante y se lavd la placa 5 veces con agua y se dejaron secar. A continuacién, se afiadié
100 pL de SRB (Sigma-Aldrich, St Louis, EEUU) al 0,4% (p/v) disuelto en acido acético al 1% en
cada pocillo y se incubé durante 20 minutos a temperatura ambiente. Pasado este tiempo se
elimind el exceso de tincidn con lavados de 4cido acético al 1%. El colorante fijado se solubilizd
con 100 pl de tampdn Trizma Base (Sigma-Aldrich, St Louis, EEUU) a 10 mM y se dejo reposar
durante 30 minutos a temperatura ambiente en agitacidn suave. Finalmente, se realizd una
medicion de la absorbancia en el espectrofotémetro (SpectraMax Plus 384, Molecular Devices)
a longitudes de onda de 570 nm vy se le restd el ruido de fondo medido a 620 nm para cada

pocillo. Se calculd el porcentaje de viabilidad y de inhibicién celular mediante las férmulas:

y ] ) Il ODmuestra — ODblanco 100
supervivencia celular = X
osup ODneg control — ODblanco

%inhibicién celular = 100 — %supervivencia celular

Estos valores se usaron para calcular la concentracién que produce el 50% de inhibicion del
crecimiento celular (CI50). Se construyd la curva dosis respuesta ploteando el % de viabilidad
celular en la ordenada'y, el logaritmo de las concentraciones en la abscisa. La CI50 se determiné
por regresion no lineal (modelo sigmoide) y con ayuda del programa GraphPad PRISM versidon
6.0 y también se utilizé el programa Excel de Microsoft, linealizando los datos para obtener la

siguiente representacion y ecuacion:
(50-2)
% supervivencia = f (log [sustancia de ensayo ]) y CI= 10 a

Donde:
a: es la pendiente de la recta resultante de la representacion indicada anteriormente.

b: es el valor de la interseccién de la recta con el eje de ordenadas (% de actividad).

Determinacién de niveles de GSH y del cociente GSSG/GSH

Este experimento se realizé en formato de placa de 12 pocillos. A las 24 h post-transfeccién los

niveles de GSSG/GSH se estudiaron utilizando el kit “The DetectX Glutathione kit” (Arbor Assays,
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Michigan, EE.UU.). Después de lavados los pocillos con PBS, se afiadieron 50 uL de acido 5-
sulfosalicilico (SSA) al 5% y se rasco con la ayuda de un “scrapper” lo que permitié la rotura
mecdnica de las células y la agregacion de las proteinas. Todo ello se realizé a una temperatura
de 4°C. A continuacion, se recogieron las muestras en tubos de 1,5mL, y se incubaron a 4°C
durante 10 minutos. Pasado ese tiempo, se centrifugaron las muestras durante 10 minutos a
14000 rpm y una temperatura de 4°C. Tras la centrifugacion se trasvaso el sobrenadante a un
tubo nuevo diluyendo las muestras 1:5 con el tampdn de ensayo proporcionado por el kit. En
una placa de 96 pocillos se afiadieron 50 puL de las muestras, los estandares y los controles.

Se usd como blanco 50 pL de diluyente. Al resto de pocillos se afadié 25 uL de ThioStar Reagent,
se agitaron suavemente y se incubaron 15 minutos a temperatura ambiente, tras los cuales se
midié la sefial de fluorescencia en fluorimetro spectraMAX GEMINI (Molecular Devices,
Sunnyvale, USA) a una longitud de onda de emisiéon de 510 nm, y con 390 nm de excitacion. Este
valor se corresponde con la concentracion de GSH libre. Para la obtencidn de la concentracion
de GSH total se anadieron 25 pyL de una mezcla de reaccién aportada por el kit, dejandose a
temperatura ambiente durante 15 minutos y midiendo la fluorescencia a 510 nm con excitacién
de 370-410 nm.

La cantidad de GSSG se obtiene aplicando la siguiente férmula:

GSH total — GSH libre
2

Para la obtenciéon del cociente GSSG/GSH, se dividieron los valores correspondientes a ambas

GSSG =

medidas, y se multiplicaron por 100.

Estudio de la morfologia nucleolar

Para este experimento se utilizd el kit CytoPainter Nucleolar Staining Kit- Green Fluorescence
(Abcam, Cambridge, UK) y lineas celulares que suelen ser modelos empleados para estudiar el
estrés oxidativo en el laboratorio CIBERER, fibroblastos embrionarios de ratén NIH 3T3 y la linea
Hela, asi como los modelos de Hela silenciados. Este experimento se desarrollé en cdmaras de
8 pocillos de 2 cm? LAB-TEK Il Chambered Coverglass (Nunc, Thermo Fischer Scientific,
Whaltman, MA, USA) a una densidad de 50.000 células por pocillo. Una vez pasadas 24 hde la
ultima transfeccion se empled el kit CytoPainter Nucleolar Staining Kit- Green Fluorescence
(Abcam, Cambridge, UK) para el marcado del nucléolo, prosiguiéndose con el protocolo del kit.
Se eliminé cuidadosamente el medio y se afiadieron 250 pL de Green detection Reagent, diluido
1:1000 en el tampdn de ensayo 1x, y se incubd durante 20 minutos a 372C y 5% de CO.,. Los

pocillos se lavaron dos veces con 250 L de Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS) sin Rojo fenol
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(Biowest, Riverside, MO, EE.UU.) y se dejé con el ultimo lavado para su visualizacion con el

microscopio confocal con un filtro FITC estandar.

Inmunofluorescencia

La técnica de inmunofluorescencia indirecta (IFl) se utiliz6 para estudiar la localizacién
subcelular de GSTP y la distribucién de NPMI. Las células se sembraron en placas de 6 pocillos
haciéndolas crecer en cubreobjetos de 13 mm dispuestos en el fondo del pocillo y fueron
transfectadas segln protocolo descrito. A las 24 h de la ultima transfeccidn se prosiguié con el
protocolo IFl. Las células se lavaron una vez cuidadosamente con PBS. Después, se fijaron con
paraformaldehido al 4% a 372Cy 5% CO, durante 15 minutos. Se elimind el paraformaldehido y
se hicieron nuevamente dos lavados con PBS frio. Se permeabilizé la membrana de las células
con Tritédn X-100 0,5% en PBS durante 15 minutos a temperatura ambiente. Pasado ese tiempo,
se elimind la solucidn de permeabilizacidn y se bloqued con BSA 5% en PBS durante 1 hora a
temperatura ambiente. Esta primera parte del protocolo se realiza directamente en los pocillos
por lo que se requiere un volumen suficiente de las soluciones para que cubran los cubreobjetos.
Se elimind la solucidn de bloqueo y se volvieron a hacer dos lavados con PBS frio. Tras finalizar
esta primera parte, los cubreobjetos de vidrio se transfirieron a la cdmara humeda. Se adicioné
el anticuerpo primario diluido en la solucion de bloqueo (90 uL por cubreobjeto). Los
anticuerpos que se emplearon fueron GSTP (1:500 Rabbit, Novus Biologicals. USA) y NPM1
(1:500 Mouse, Novus Biologicals, USA). Se dejaron incubando overnight a 49C. Al dia siguiente,
se realizaron tres lavados con PBS frio dejando actuar 5 minutos cada lavado. Después, se
adicioné el anticuerpo secundario diluido también en solucion de bloqueo (90 pL por
cubreobjeto). Se emplearon los anticuerpo anti-rabbit Alexa Fluor 488 y anti-mouse Alexa fluor
633. Se dejo incubando a temperatura ambiente dentro de la cdmara humeda durante 1 horay
luego se lavaron 3 veces con PBS frio, de 5 minutos cada uno. Se montaron los cubreobjetos en
portas con 5 pL de DAPI-Fluoromont. Se sellaron las preparaciones y se dejaron secar a
temperatura ambiente en la oscuridad durante 15 min. Se guardaron hasta su visualizacién en

microscopio confocal a 42C en oscuridad durante al menos 24 horas.

Obtencidon de extractos proteicos

Se llevaron a cabo dos protocolos con la finalidad de obtener 1) extractos proteicos totales y 2)

fracciones citoplasmatica/nuclear y nucleolar.
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Obtencion de proteinas totales
Para obtener el extracto proteico total el botén celular se obtuvo a partir de células Hela
silenciadas en el formato de placa de 6 pocillos. Este botdn se dejé con 100 uL de tampdn de
lisis total (Hepes pH 7,4, 20 mM; tritonX-100 1%; NaCl 100 mM; NaF 50 mM; B-glicerofosfato 10
mM; fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) 1mM; 10 uL/mL ortovanadato de sodio activado 1
mM e inhibidor de proteasas 2 uL/mL) durante 15 minutos en hielo. La suspension resultante se

centrifugd a 13.000 g durante 10 minutos a 4°C, y los sobrenadantes se almacenaron a -80°C.

Obtencion de extractos nucleolares
Para la obtencidn de extractos nucleolares se siguié el protocolo descrito por Li et al. (2015) 3°.
El botén celular se obtuvo a partir de células HelLa y NIH 3T3 cultivadas en frascos T75 a una
densidad de 2,1x10° células. Este se resuspendié en 0,5 ml de la solucién | (Sacarosa 0,5 M;
MgCl, 3 mM; e inhibidor de proteasas 2 puL/mL). A continuacién, se realizaron 10 ciclos de
sonicacién con una amplitud del 50% durante 10 segundos con 10 segundos de descanso. En el
siguiente paso, se afadid por las paredes del eppendorf 0,5 ml de la solucidn Il (Sacarosa 1 M;
MgCl>3 mM; e inhibidor de proteasas 2 uL/mL). En esta etapa era importante observar dos fases
por la diferente concentracion de sacarosa. Se centrifugd a 1800 g durante 10 minutos a 42C. El
sobrenadante (fraccion citoplasmatica/nuclear) se transfirié a un tubo nuevo cuidadosamente
para no alterar las fases de sacarosa. Por otra parte, se transfirié el pellet a un tubo nuevo con
200puL de tampdn RIPA (Tris-HCI 50 mM, pH 8; NaCl 150 mM; SDS 0,1%; Na deoxiclorato 0,5%;
Triton X-100 1%; PMSF 1 mM; e inhibidor de proteasas 2 puL/mL) y se volvio a realizar 5 ciclos de
sonicacién con una amplitud del 50% durante 10 segundos con 10 segundos de descanso. Se
centrifugd a 1800 g durante 5 minutos a 42C y se tomé el sobrenadante que contenia los

nucléolos.

Cuantificacion de proteinas por el método de Bradford

El ensayo se desarrollé en una placa de 96 pocillos, disponiéndose tres pocillos (réplicas) por
muestras y por punto de la recta patrdn. Esta ultima se construyd a partir de una serie de
soluciones de seroalbimina bovina (BSA) con concentraciones conocidas (10; 6; 4; 2; 1; 0,75;
0,5; 0,25; 0,12; 0,06; 0 mg/ml). Para la recta, se afiadieron 5 pl de la solucién de cada
concentracion y 195 pl del reactivo Bradford diluido a 1/5. En el caso de las muestras, se
afiadieron 2 pl de muestra mas 3 pl de agua MQ y 195 pl del reactivo Bradford diluido a 1/5.
Después de incubar a temperatura ambiente durante 5 minutos en total oscuridad se procedié

a medir la absorbancia en el espectrofotometro a una longitud de onda de 595 nm. Con los datos
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de absorbancia y concentracidn se obtuvo la curva patrén, y a partir de la ecuacion obtenida de

esta recta se calcularon las concentraciones de las muestras problemas.

Analisis de expresidn de proteinas por Western Blot

Las muestras se ajustaron para cargar 15 pg por pocillo. Se les afiadié 5 uL de tampédn de carga
LDS (Tris 40mM, EDTA, azul de bromofenol 0,01%, sacarosa 40%, SDS 4%, B-mercaptoetanol
10%) para un volumen final de 25 pl, y se calentaron a 952C durante 5 minutos. En funcién del
tamafo de las proteinas de interés estas fueron resueltas en gel de proliacrilamida al 12%
(resolving: agua MiliQ 3,23mL, acrilamida 40% 2,52mL, Solucidn Il (Tris-HCI 2M pH 8,8, SDS 20%)
2,08 mL, APS 10% 160ul y TEMED (tetrametiletilendiamina) 9,6 ul. Stacking 4,5%: agua MiliQ
1,87 mL, acrilamida 40% 3337,5 mL, Solucidn Il (Tris-HCI 2M pH 6,8, SDS 20%) 750 pL, APS 10%
100 ply TEMED 6ul) durante 1 hora aproximadamente a 120V en cubeta (BRAND, Wertheim,
Germany) con Running buffer (Tris 25mM, Glicina 190mM, SDS 0,1%, pH 8,3).

Para la electrotransferencia de las proteinas del gel a la membrana de nitrocelulosa
(Nitrocellulose Blotting Membrane 0,45um, GE Healthcare Life Sciences) se empleé el buffer de
Transferencia (Tris 25mM, glicina 190mM, metanol 20%, pH 8,3) durante 1 hora con un voltaje

de 100V a 42C.

La membrana se bloqued con Leche al 5% en TBS-Tween 20 (Tris-HCl 20mM 150 mM Nadl,
Tween20 0,1%, pH 7,5) durante una hora en agitacidn. Pasado el tiempo de bloqueo, la
membrana se incubd, toda la noche a 42C en agitacion suave, con los anticuerpos primarios
especificos frente a las proteinas de interés: NPM1 (1:1000 Mouse, Novus Biologicals. EE.UU.),
GSTP (1:1000 Mouse, Santa Cruz BioTech, EE.UU.), DKC1 (1:1000, Santa Cruz Biotechnology,
Texas, EE.UU.), NOP10 (1:1000, Santa Cruz Biotechnology, Texas, EE.UU.), y TIN2 (1:1000, Santa
Cruz Biotechnology, Texas, EE.UU.), y con B-actina (1:1000, Santa Cruz BioTech, EE.UU.) y la
histona H3 como controles de carga (1:5000, Cell Signaling, Massachusetss, EE.UU.). Los
anticuerpos se diluyeron en leche al 1% en TBS-Tween. Las membranas se lavaron con TBS-
Tween tres veces durante 10 minutos cada vez y se incubaron durante 1 hora, en agitacién
suave, con el anticuerpo de cabra anti-ratén (1:7500, Calbiochem, USA) o de cabra anti-conejo
(1:2500, Cell Signaling) ambos conjugados con el enzima peroxidasa de rdbano. Pasado ese
tiempo, se realizaron otros tres lavados con TBS-Tween y se procedid a la deteccion
quimioluminiscente mediante la incubacién de las membranas con los reactivos del kit de
revelado ECLTM Western Blotting Detection Reagents (Amersham GE HealthcareBio-Science AB,

Uppsala, Suecia) a dilucién 1:1y se detectd la seiial mediante el escaner densitométrico (Image
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Quant LAS-4000, General Electrics). Las imagenes obtenidas se analizaron con el programa

Imagel.

Analisis estadistico

Todos los experimentos fueron realizados por triplicado, y los resultados de los mismos se
muestran en forma de media + desviacidén estandar. Para la comparacion entre los dos grupos
de estudio (SiTARGET, siCONTROL) se utilizé el test no paramétrico U de Mann-Whitney,
considerandose estadisticamente significativos aquellos contrastes con un valor de p inferior a
0.05. Los graficos de barras representan la media de los replicados y las barras de error la
desviacion estandar. El andlisis estadistico de los datos se llevé acabo con el software GraphPAD

v 6.0.
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6. Resultados

Caracterizacion de los modelos celulares

En los tres formatos de placas donde se realizd el silenciamiento por ARNi se alcanzd una
densidad y viabilidad celular que posibilitd los estudios posteriores sobre estos modelos. La
evaluacidon de la expresidon génica y proteica sirvieron como control del proceso de
silenciamiento. En la figura 7.A se encuentran reflejados los resultados de la RT-gPCR que se
realizd a las 48 horas tras la primera transfeccién, observandose que la expresion génica se

redujo significativamente (hasta un 90%) en los tres modelos siDKC1, siNOP10, y siTIN2.
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Figura 7. Analisis de los modelos celulares de DC (siDKC1, siNOP10, siTIN2) generados empleando la
tecnologia del ARNi, 48h después de la primera transfeccion. (A) Niveles de expresion de ARNm de DKC1,
NOP10y TINF2, frente a las poblaciones control y MOCK evaluado por RT-qPCR. La expresion se compard
con GADPH como gen para la normalizacion. Los resultados estan representados por la media y la DE de
tres experimentos independientes. “*” corresponde a diferencias significativas respecto al siCONTROL.
(B) Andlisis de Western-blot de DKC1, NOP10 y TIN2 para tres réplicas. La expresion se compard con H3

como control.
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También se llevd a cabo un analisis Western-blot en los tres modelos de silenciamiento, y se
observé una disminucion en los niveles proteicos de DKC1, NOP10y TIN2, aunque esta reduccion
fue de menor magnitud (50%) que a nivel de ARNm (Fig. 7.B), tal vez por tratarse de proteinas

gue presentan un tiempo de vida media mayor.

Estudio de los niveles de expresidn de 45s y 18s en las células silenciadas
Se determiné también la expresidn relativa de las subunidades ribosomales 45s y 18s. La medida
se llevé a cabo mediante una RT-gPCR por la técnica de SYBR Green. Se observé una disminucidn
en su expresion en las poblaciones siDKC1, y siNOP10 respecto a la poblaciéon siCONTROL (Fig.
8). El silenciamiento de TINF2 produjo un descenso no significativo en la expresién de ambas

subunidades ribosomales.
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Figura 8. Expresion relativa de 45s y 18s. (A) Representacion grafica de la expresion relativa de 45s para
las diferentes poblaciones silenciadas y sus controles (B) Representacion grafica de la expresion relativa
de 18s para las diferentes poblaciones silenciadas y sus controles. Obtenido por RT-gqPCR y calculados
mediante el método de 222%, Los resultados de la expresién relativa estidn representados por la media y

la SD de tres experimentos independientes.
siCONTROL. (p < 0,001).

corresponde a diferencias significativas respecto al

Estudio de la morfologia nucleolar

IM

La validez del kit comercial “CytoPainter Nucleolar Staining Kit- Green Fluorescence” (Abcam,
Cambridge, UK) para estudiar morfologia nucleolar se evalué en un principio en lineas celulares
qgue suelen ser modelos empleados para estudiar el estrés oxidativo en el laboratorio CIBERER:
células NIH 3T3, 3T3-L1 y Hela. El nimero de nucléolos fue el Unico parametro que se pudo
medir mediante el kit, ya que el autoblanqueo impidié cuantificar el area como otro pardmetro

morfométrico. Las células 3T3 (tanto la linea NIH como la L1) presentaron una media de 10

nucléolos (Fig. 9), mientras que las Hela presentaron una media de 2 a 3 nucléolos (Fig 11). De
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lo cual concluimos que las lineas de fibroblastos de ratén disponibles en el laboratorio no eran

adecuadas para proseguir experimentos con este kit.

(A) NIH 3T3 (B) 3T3-L1

Figura 9. Morfologia nucleolar en diferentes lineas celulares. Imagenes del microscopio de fluorescencia
donde se muestra la morfologia nucleolar en (A) NIH 3T3 y (B) 3T3-L1. Ambas tefiidas empleando el

CytoPainter Nucleolar Staining Kit.

Los resultados con células silenciadas para los genes DKC1, NOP10 y TINF2 no revelaron
diferencias en el nimero de nucléolos (Fig. 10) respecto al control. Sin embargo, la perdida de

fluorescencia imposibilité estudiar otro indice morfométrico.

(A) Control siARN (B) siDKC1 (C) siNOP10 (D) siTINF2

Figura 10. Estudio de la morfologia nucleolar. (A-D) Imagenes de microscopia confocal donde se muestra
la morfologia del nucléolo en las diferentes poblaciones silenciadas y sus controles. Se utilizé un kit

comercial para su marcaje.
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Numero de nucléolos

Figura 11. Contaje de nucléolos. Contaje del nimero de nucléolos en las diferentes poblaciones
silenciadas. Los resultados de la expresidn relativa estan representados por la media y la SD de tres
experimentos independientes (n=30 células).

Localizacion mediante microscopia confocal de GSTP y NPM1 en los modelos

de silenciamiento

Los resultados de la IFI mediante microscopia confocal permitieron confirmar los resultados
obtenidos con el kit para la tincion fluorescente del nucléolo. El nimero promedio de nucléolos
en la linea siControl fue de 2,7 nucléolos. Tampoco se observaron diferencias en este parametro
entre los modelos de silenciamiento en relacion a los controles. Otro resultado obtenido con
ese ensayo fue comprobar la localizacidn nuclear de GSTP (Fig. 12.E-H) y nucleolar de NPM1 (Fig.
12.1-L). Este hallazgo se confirmé por la tincién del nucleo con fluoromont DAPI como control

nuclear.

En estas imagenes podemos observar que existe un importante descenso en la fluorescencia de
NPM1 en los modelos siDKC1 y siNOP10 en comparacion con la poblaciéon siControl, sin
embargo, en siTIN2 se aprecia incremento de la tincién nucleolar. En los controles la tincion del
nucléolo fue uniforme, en tanto en las células siDKC1 y siNOP10 se redujo la tincién en la zona
central, o se limitd a la regiéon perinucleolar y se hizo mdas aparente su localizaciéon en
nucleoplasma (Fig. 13). La cuantificacion de la fluorescencia confirmo estos hallazgos. La
fluorescencia de GSTP se distribuyé homogéneamente en el nucleo y fue similar en todas los
modelos silenciados y el control. Las imagenes de solapamiento (MERGE) confirman la

presencia de GSTP en la regién nuclear.
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Control siARN siDKC1 siNOP10 SiTINF2

DAPI

GSTP

NPM1

MERGE

Figura 12. Estudio de la localizacion de GSTP y NPM1 en células Hela silenciadas. Imdagenes de
microscopia confocal donde se muestra la localizacion de GSTP (E, F, G, H) y NPM1 (1, J, K, L) en las
diferentes poblaciones de células silenciadas. Se utilizé el marcador fluoromont DAPI como control (A, B,
C, D).

(A) Control siARN (B) siDKC1 (C) siNOP10 (D) siTINF2

Figura 13. Inmunolocalizacion de NPM1 en células Hela silenciadas. Imagenes de microscopia confocal

y procesadas en Imagel en formato 8-bits.
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Por otro lado, el procesamiento de las imagenes de IFl con programa Image) mediante un plugin
de colocalizacion permitié detectar que en las imagenes fusionadas (MERGE) de los modelos
celulares siDKC1 y siNOP10 la NPM1 co-localiza con GSTP en el nucleo (Fig. 14.B y C). Respecto
a siControl y siTIN2 se puede observar que ambas proteinas co-localizan en la zona
perinucleolar. (Fig. 14.A y D). En las cuatro condiciones (siControl, siDKC1, siNOP10, siTIN2) la

co-localizacion en las imagenes se muestra de color blanco (Fig. 14).

(A) Control siARN (B) siDKC1 (C) siNOP10 (D) siTINF2

Figura 14. Estudio de la co-localizacion de GSTP y NPM1 en células Hela silenciadas. Imagenes de
microscopia confocal y procesadas en Image) empleando el plugin “Colocalization”. En blanco se
muestran las zonas donde co-localizan GSTP y NPM1.

Estudio de viabilidad y citotoxicidad de Diamida y H,O; en células Hela

Con el fin de producir estrés oxidativo utilizamos diamida como agente que disminuye los niveles
de GSH y H,0, como agente oxidante.

La diamida se emplea usualmente en concentraciones de 0,05-0,5 mM ; en cambio el H,0, puede
usarse en tratamientos prolongados en concentraciones de nanomoles a 10 UM para producir
efectos crénicos o en tratamientos cortos a concentraciones por encima de 100 UM para generar
efectos agudos®. Sin embargo, las diferencias en la sensibilidad de cada tipo celular nos
motivaron a ensayarlos con SRB***. Los resultados obtenidos de este ensayo tras el tratamiento
durante 24h con diferentes concentraciones de estas sustancias mostraron que se produce una
disminucién del porcentaje de supervivencia celular conforme se aumenta la dosis (Fig. 15.Ay
B). Esta relacidn inversa de la concentracion frente a la supervivencia celular siguié un modelo
sigmoideo a partir del cual se obtuvo una Clsp de 0,25 mM para la diamida y de 0,07 mM para el
H,0,. Con estos resultados seleccionamos 0,2 mM y 0,5 mM, como concentraciones de ensayo
para la diamiday el H,0, respectivamente, a fin de en tratamientos de 30 min generar un estrés
oxidativo agudo®!. Los estudios de viabilidad celular obtenidos por el ensayo del azul de tripano

mostraron que estos tratamientos no disminuyeron la viabilidad celular (Fig. 15.Cy D).
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Figura 15. Estudio de citotoxicidad y viabilidad de células Hela tratadas con diamida y H,0,. (A) Curva
de supervivencia celular (%) mediante el ensayo de SRB de las células Hela tratadas con diferentes
concentraciones de diamida (0,01 mM; 0,03 mM; 0,06 mM; 0,12 mM; 0,25 mM; 0,5 mM; 1 mM; 2 mM).
La Clso obtenida para esta curva fue de 0,2480 mM. (B) Curva de supervivencia celular (%) mediante el
ensayo de sulforodamina B de las células Hela tratadas con diferentes concentraciones de H,0, (0,01
mM; 0,03 mM; 0,06 mM; 0,12 mM; 0,25 mM; 0,5 mM; 1 mM; 2 mM). La Clso obtenida para esta curva fue
de 0,0635 mM. (C-D) Representacion grafica de los resultados del ensayo con azul de tripano de las células
Hela tratadas con 0,2 mM de diamida y 0,5 mM de H,0, durante 30 minutos. Los resultados se
representan como la media y la desviacién estadndar de tres experimentos independientes.

Evaluacién de los niveles de GSH y del cociente GSSG/GSH en las células

silenciadas tratadas con Diamida y H,0;

Los niveles de GSH libre y GSSG, asi como su cociente GSSG/GSH se estudiaron como indicadores
de estrés oxidativo en los modelos celulares de silenciamiento sin ningln tratamiento y
expuestas por 30 min a 0,2 mM de diamida y 0,5 mM de H,0,. En las células siDKC1 y siNOP10
se detectaron altos niveles de oxidacién del GSH y del cociente GSSG/GSH demostrando estrés
oxidativo en estas células. En siTIN2 no se aprecié este efecto (Fig. 16.A).

En las células siDKC1, tratadas con diamida el cociente GSSG/GSH se incrementd respecto a

siControl, sin embargo, este disminuyé en siNOP10 y siTIN2, aunque las diferencias no fueron
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de significacidn estadistica (Fig. 16.B). En cambio, en las células tratadas con H,0; el cociente
GSSG/GSH solo aumentd en la poblacidn siDKC1 y siTIN2, pero tampoco estas diferencias

alcanzaron significacién estadistica (Fig. 16.C).

(A) - - (B, - .
Sin tratamiento Diamida
4- 10
* * 5
= 34 < T
T T g -
® 7]
o 2 8 T
o O 44
@ "
8 11 3
24
0- 0- ' .
0’\ O ({l‘ o\/ 0“ o’\ NS Q’L 0\, 0(-
* S & & R & J
‘:\Q ‘}0 r;‘\ & EX ;f’o e:‘\\ o\i\ A
< O
<
(c) HzOz
8-+
= 6-
T
7]
8 4] T
] T
w
3 21
0- r -
X N <Y v +
Q &
(.99* '\‘\0 é\g\ & R
) (o)
L

Figura 16. Cociente GSSG/GSH en las poblaciones silenciadas. (A) Representacion grafica del cociente
GSSG/GSH en las poblaciones silenciadas no tratadas. (Trabajo final de grado de Fuster et al, 2016). (B)
Representacién grafica del cociente GSSG/GSH de las poblaciones silenciadas tratadas con 0,2 mM de
diamida durante 30 minutos (C) Representacion grafica del cociente GSSG/GSH de las poblaciones
silenciadas tratadas con 0,5 mM de H,0, durante 30 minutos. Los resultados estan representados por la
media y la desviacién estandar de tres experimentos independientes por triplicado. “*” indica diferencias

significativas respecto a siCONTROL.

Estudio de la expresidn proteica de GSTP y NMP1 en los extractos nucleolares

Otro de los objetivos que se propuso para este trabajo fue obtener diferentes fracciones
celulares para analizar los niveles de expresion de NPM1 y GSTP en extractos citoplasmaticos,
nucleares y nucleolares de células HelLa y NIH 3T3.

El rendimiento de la extraccion a partir de células NIH 3T3 fue bajo, tanto partiendo de frascos

de T75 como de células cultivadas en frascos T150, donde en confluencia se contabilizaron
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18,4x10° células aproximadamente (Tabla 2). La extraccién partir de células Hela tuvo mejor

rendimiento, asi que nos planteamos estudiar NMP1 y GSTP en los extractos proteicos de las

diferentes fracciones subcelulares de esta linea celular.

Tabla 2: Rendimiento de las extracciones nucleolares.

NIH 3T3

Fraccion citoplasma/ntcleo

Fraccion nucleolar

T150

0,0763 ug/ul

0,8632 pg/pl

T75

0,28146 ug/ul

0,35640 pg/ul

Hela

Fraccién citoplasma/nucleo

Fraccion nucleolar

T75

0,55016 pg/ul

1,03942 pg/ul

0,53453 pg/ul

1,43365 pg/ul

0,70473 pg/ul

1,62565 pg/ul

Los resultados del Western-blot de las fracciones: citoplasma/nucleo y nucléolo nos permiten

apreciar la proteina NPMI en la fraccidon nucleolar y GSTP en la fraccidn citoplasma/ndcleo, y en

menor proporcién en nucléolo. La Histona H3 solo se detectd en la fraccién nucleolary no en la

fraccidon citoplasma/nucleo, en cambio la actina aparece en ambos sub-compartimentos

celulares (Fig.17). Este resultado nos demostré que no logramos obtener extractos puros de

nucléolo y solo logramos separar extractos citoplasmdticos de nucleares.
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Figura 17. Estudio de la purificacion de las diferentes fracciones celulares. Separacién por Western blot
de los diferentes extractos obtenidos mediante el protocolo de purificacién nucleolar descrito®. Se
determind la GSTP y NPM1 en todos los extractos y se empled la actina y la H3 como controles de carga.
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7. Discusion

Hasta hace muy poco la principal funcién que se le atribuia al nucléolo era la de su papel en la
biogénesis ribosomal ®. Sin embargo, en la Gltima década se han ido revelando otras funciones
no ribosomales para el nucléolo, como la de mantener la estabilidad del ADN, la remodelacién
de la cromatina y la homeostasis redox , que a dia de hoy son objeto de investigacién**°. El
nucléolo es capaz de detectar el estrés celular y gracias a su plasticidad y dinamismo morfo-
funcional puede coordinar diferentes respuestas y mantener la homeostasis celular?42,

El nucléolo se ha relacionado con multiples patologias humanas, en las que probablemente se
encuentran implicados diferentes mecanismos. Los errores en la biogénesis ribosomal, ya sea
por mutaciones en genes ribosomales o en proteinas que participan en el procesamiento del
ARNTr, suelen ser el fallo descrito mds comun para un conjunto de patologias catalogadas como
ribosomopatias®. Ademas, la disfuncion nucleolar puede desempefiar un papel en patologias
degenerativas del sistema nervioso o del corazén, asi como en enfermedades virales vy
oncoldgicas'®**4. Por Ultimo, pero no menos importante, la funcién y distribucién de algunas
proteinas nucleolares también se encuentra afectado en ciertas enfermedades progeroides 64,
La comprensidon mecanicista de la participacion nucleolar en toda esta gama de patologias ha
expandido el reciente campo de las “nucleolopatias” y su estudio continua siendo un reto®.

La DC, modelo de ribosomopatia en la que se centra este trabajo, cursa con mutaciones en genes
que codifican para snoRNP esenciales en el procesamiento ribosomal y en el mantenimiento de
la longitud telomérica. La alteracidn en la respuesta de dafio al ADN vy el estrés oxidativo son

otros rasgos distinguibles en la etiopatogenia de DC, aunque son interpretados como eventos

secundarios .

En este trabajo se han empleado modelos celulares en los que se silenciaron de forma
transitoria, por tecnologia del ARNi, los genes DKC1, NOP10vy TINF2, que se encuentran mutados
en distintos patrones de herencia de DC*°. Los genes DKC1y NOP10, ademas de su funcion en
el complejo telomerasa, se unen con ARN con motivos H/ACA participando asi en la reaccion de
pseudouridilacién de ARNrs y snARNs 52, |a biogénesis ribosomal y funciones del esplicesoma®2.
TINF2, ademas de su papel en el telosoma, también localiza en la mitocondria donde regula el
metabolismo intermediario y la produccién de EROs*. Con estos precedentes se desarrollé un
disefio experimental que permitiera dilucidar si las mutaciones en estos genes afectan al

equilibro redox y este puede ser detectado como estrés nucleolar.
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En concordancia con la linea de investigacién del grupo de investigacion CIBERER sobre la
fisiopatologia de la DC utilizamos la tecnologia de ARNi para el silenciamiento de los genes de
interés siguiendo un protocolo de transfeccion directa secuencial, con la lipofectamina como
agente transfectante. Se emplearon diversos formatos (placas de 8, 6 y 12 pocillos), lo que nos
permitié disefar varios experimentos. Como parte de este proceso comprobamos mediante RT-
gPCR la expresion génica y proteica de los genes de interés, logrando reducir la expresiéon
relativa de los genes, mediante la técnica de silenciamiento, hasta un 90% y la expresidn proteica
hasta un 50% aproximadamente. La comprobacion por Western-blot del silenciamiento es muy
importante en las células de mamiferos ya que sélo una fraccidn de los complejos silenciadores
inducidos por ARN (RISCs) llevan a cabo la escision del ARN dirigida por ARNs pequefios,
mientras que el resto suprime la expresion interfiriendo en la sintesis de proteinas. Por lo tanto,
la comprobacidn del silenciamiento sélo mediante la medicién de los niveles de expresion del
ARN sobreestima el silenciamiento para aquellas proteinas de vida larga o subestima el causado
por contribuciones de RISCs>*. Por todo esto asumimos que la menor reduccidn de la expresion
proteica observada es consecuencia al mayor tiempo de vida que presentan las proteinas, pero

esta reduccién en la actividad es suficiente para considerar como valido el silenciamiento >>™’,

Otro requisito a considerar en estudios de silenciamiento es que el procedimiento no afecte a
los ciclos celulares ni a la viabilidad celular, lo cual fue demostrado paralelamente por Fuster et
al, (2016). Estos autores complementaron la caracterizacién de los modelos de silenciamiento
evaluando la actividad telomerasa y la expresion de TERT y tal como se esperaba ambas
estuvieron disminuidas en siDKC1 y siNOP10 pero no en siTIN2%%. La reaccién de
pseudouridilacion también fue evaluada en los modelos de silenciamiento, dado que es una de
las modificaciones covalentes mas comunes del ARNr catalizadas en el nucléolo por las snoRNPs.
DKC1 y NOP10 son snoRNPs que se asocian con la caja H/ACA en los snoARNs encargandose de
pseudouridilar el ARN ribosémico (actividad pseudouridina sintasa). Estas proteinas nucleolares
llevan a cabo funciones enzimaticas, incluyendo la rotura endonucleotilica durante la biogénesis
ribosomal y actlian como chaperonas para el correcto plegamiento del pre-ARNr*. Todo lo

anterior explica que las mutaciones en DKC1 y NOP10 den lugar a DC?° .

Los resultados confirmaron que en siDKC1 y siNOP10 se produce una reduccién de la
pseudouridilacién in vitro de ARNr, y que en siTIN2 no se detecta este efecto >°. Estos hallazgos
también fueron observados a través de analisis de cromatografia liquida de alta eficacia (por

sus siglas en inglés HPLC)®°.
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Con estos antecedentes estudiamos el efecto sobre la expresion proteica de dos subunidades
ribosomales implicadas en la biogénesis ribosomal: subunidad 45s (pre-ARNs) y la subunidad
18s. La forma 45s se sintetiza a partir de la transcripcion del ADN ribosomal y esta a su vez sufre
una serie de modificaciones para dar lugar a las subunidades 28s, 18s y 5.8s en las que participan
las snoRNPs®. Nuestros resultados muestran que la expresién de 45s y 18s se redujo
significativamente en siDKC1 y siNOP10, pero no en la poblaciéon siTIN2, lo que confirma que el
fallo en la biogénesis ribosomal es un evento asociado a las mutaciones de los genes DKC1 y
NOP10.

Por lo demas, este silenciamiento agudo y transitorio no produjo un acortamiento telomérico
en ninguno de los modelos®. Todos estos resultados nos indican que tenemos un modelo celular
que nos da la posibilidad de identificar otras funciones de los genes mutados en DC; funciones
qgue con las células de pacientes con DC no podemos observar probablemente por estar
“enmascarados” por mecanismos compensadores ante una disminucidn crénica de las

proteinas.

Dado que el nucléolo participa en numerosos procesos bioldgicos, la disfuncion nucleolar es un
sello distintivo de situaciones de estrés celular, y estas ultimas se traducen a su vez en un
desequilibrio redox al cual el ARNr es particularmente sensible 2,

Los estudios del papel del nucléolo en la respuesta celular al estrés oxidativo se han centrado
principalmente en ensayos moleculares de la transduccion de la sefial de estrés mediante el
sistema del represor tumoral p53 vy la inactivacion de la transcripcion de ADNr en la que estdn
implicadas proteinas nucleolares’®!. Las observaciones citoldgicas sobre la respuesta nucleolar
al estrés oxidativo no son tan frecuentes, a pesar de que poco a poco se va demostrando que

son marcadores sensibles®%63,

En células de mamiferos el tamanio, la forma y el numero de
nucléolos estan siendo empleados como marcadores de estrés celular®. Por ello nos propusimos
aplicar un kit comercial de tincién fluorescente del nucléolo para estudiar diferentes pardmetros
morfoldgicos nucleolares. Ensayamos en dos de los principales modelos empleados en nuestro
laboratorio para el estudio del estrés oxidativo, las células NIH 3T3 y Hela y ademas en la linea
3T3-L1. La linea 3T3-L1 proviene de la linea celular 3T3 y presenta una morfologia similar a los
fibroblastos, pero tiene la capacidad de diferenciarse a un fenotipo similar a los adipocitos en
condiciones adecuadas de cultivo. Ambas lineas murinas presentaron un elevado nimero de
nucléolos (11,7+0,6), al contrario que las células Hela que exhibieron de 3,2+0,5 nucléolos®*.
Trabajos previos describen a la linea 3T3 como hipertriploide, con la mitad de las células en

interfase en euploidia y donde la mayoria de estas células presentan 3,4+0,7 nucléolos por

célula®.
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Suele referirse que la cantidad de nucléolos depende de la euploidia y que un elevado niumero
de nucléolos en células en cultivo se correlaciona con aneuploidizacién asociada a un mal
funcionamiento de la mitosis y transformacién de las células, lo cual parece ser el proceso que
observamos en nuestras lineas 3T3, evento que pudo estar influido por el nimero de pases por
encima de 10 en ambas lineas. El evento de aneuploidizacién del ADN en células 3T3 asociado

con mitosis y transformacién anormal ha sido demostrado previamente .

Los Unicos parametros Utiles para distinguir aquellas células que presenten variabilidad en las
caracteristicas morfoldgicas nucleolares corresponden al aumento del perimetro nucleolar
respecto al nuclear y al aumento en el nimero de nucléolos por nucleo, haciendo estos
parametros esenciales para cualquier estudio sobre el papel del nucléolo en la fisiologia
celular®. Desafortunadamente el kit de marcaje empleado solo permitié la cuantificacion de
nucléolos debido a que el fotoblanqueo imposibilité la medicidén del perimetro nucleolar, a pesar
de las variaciones que se hicieron en el protocolo respecto a la reduccidn de la intensidad y el

tiempo de exposicion a la luz, y uso de sustancias frente al blanqueamiento.

En relacién a las células silenciadas no observamos diferencias en el nimero de nucléolos
respecto a siControl, denotando que las mutaciones en DKC1, NOP10 y TINF2 aparentemente
no alteran la integridad del nucléolo. La fragmentacidn nucleolar se considera un proceso que
se desencadena por factores estresantes, enfermedades o tratamientos farmacoldgicos y que
se caracteriza por una redistribucion de las proteinas nucleolares acompafiada de la entrada al
compartimento de componentes que normalmente no se encuentran en el nucléolo®. Por lo
tanto, este hallazgo podria ser interpretado como una ausencia de estrés en nuestros modelos
silenciados. Sin embargo, también hallamos en la literatura estudios donde no se detecta
disrupcién nucleolar tras la alteracion de la biogénesis ribosémica®’. Esto datos podrian poner
en duda la validez del nucléolo como un marcador, pero varios autores reconocen que la
naturaleza fragil del nucléolo y el corto tiempo de residencia en esta estructura de muchas
proteinas nucleolares, dificulta captar todos los cambios dindmicos que se suceden de forma
tan rdpida en este compartimiento. Por otro lado, la inmunofluorescencia cuantitativa se
complica por la falta de un Unico marcador para todas las condiciones de estrés. Por lo tanto, se
requiere de marcadores adicionales para identificar el nucléolo, especialmente para aquellos

tratamientos que promueven una fragmentacion nucleolar.

La proteina NPM1 es una proteina nucleolar con papeles multiples y complejos, entre los que

destaca su funcién como un regulador clave en el control nucleolar de la homeostasis celular.
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No obstante, también participa activamente como una chaperona en diferentes pasos de la
sintesis de las subunidades ribosomales”*°. La translocacidn de la proteina nucleolar NPM1 es
una de las caracteristicas mas distintivas que se producen en el estrés nucleolar. En condiciones
normales, la NPM1 se distribuye de forma homogénea por el nucléolo, pero se ha observado
qgue mediante el uso de tratamientos que ocasionen estrés se produce un cambio en la
distribucion de la proteina. Se observé que con un tratamiento de 30 minutos de exposicién con
H,0, se redujo significativamente la tincion en el area central nucleolar y la NPM1 se observd

solo en la periferia nucleolar y su localizacién en el nucleoplasma se hizo més evidente*!,

En nuestros modelos de silenciamiento nos planteamos estudiar la NPM1 y poder ver mediante
IFI si el estrés celular asociado con la DC ocasionaba algin cambio visible en esta proteina. Los
resultados de las IFIs muestran que hay un descenso en la fluorescencia de NPM1 en las
poblaciones siDKC1 y siNOP10 mientras que se mantiene en la poblacién siControl y se
incrementa en siTIN2. La causa de lo observado en siDKC1 y siNOP10 podria ser una
translocacion al nucleoplasma como respuesta a fallos en la biogénesis ribosomal o al estrés
oxidativo nucleolar inducido por mecanismos no dilucidados. Cabe destacar anteriormente en
el laboratorio se observé también un aumento de GSSG y del ratio GSSG/GSH en los modelos de
silenciamiento, concretamente en las poblaciones siDKC1 y siNOP10, lo que es un indicador de
un estrés oxidativo®®. Los resultados obtenidos para siTIN2 concuerdan con toda la
caracterizacién previa hecha en el laboratorio en relacidn al estado redox, donde no se detectd
ningun marcador de estrés oxidativo®. También es congruente con hallazgos que refieren que
la reduccion de la expresion de TIN2 mediante ARNi inhibid la produccién de glucolisis y la

produccién de EROs

La translocacién de NPM1 del nucléolo al nucleoplasma se observé por primera vez cuando las
células se trataron con Act. D como un evento relacionado con la alteracidn de la biogénesis
ribosomal. Posteriormente también se visualizé cuando las células se exponian a diferentes
agentes citotodxicos 1%, En condiciones normales NPM1 interactua con el extremo N-terminal de
ARF lo que bloquea su paso al nucleoplasma y su asociacion con MDM2’; promoviendo la
degradacién de p53. Sin embargo, en condiciones de estrés Arf, NPM1 y otras proteinas se
liberan a nucleoplasma donde afectan la actividad de MDM?2, y causan la estabilizacién de p53
y detencidn del ciclo celular’®. De hecho, en nuestro laboratorio Fuster et al, (2016) emplearon
la p53 como un biomarcador downstream del estrés celular en estos modelos de
silenciamiento®®. Esta proteina participa promoviendo la expresion de genes que actdan tanto

en actividades antioxidantes cuando los niveles de estrés son bajos, reduciendo asi los niveles
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de estrés celular, o pro-oxidantes cuando los niveles de estrés son muy elevados como para ser
viable para la célula, ocasionando la apoptosis celular’. Los resultados de este estudio
confirmaron que se encontraba aumentada su expresion en las 3 poblaciones silenciadas, sobre

todo en siDKC1. Esto nos indica que la célula esta respondiendo al estrés oxidativo.

El estudio de la co-localizacion de NPM1 y GSTP en las diferentes poblaciones silenciadas se
observd que en siControl y en siTINF2 co-localizaban perinucleolarmente mientras que en
siDKC1 y en siNOP10 se observé incluso la presencia de ambas proteinas en el nucléolo. Este
resultado concuerda con el trabajo de Yang et al., que propuso a la s-glutationilacion de NPM1
como un mecanismo implicado en la translocacién de NPM1 durante la oxidacién nucleolar.
Estos autores inactivaron la GSTP empleando la tecnologia del ARNi y observaron que en
diferentes situaciones de estrés celular (como el inducido por H,0,) se bloqueaba la
translocacion de NPM1 al nucleoplasma. De esta forma se pudo verificar que uno de los
requisitos para que se produzca la translocacién de NPM1 y por consiguiente la activacion de
p53 en una situacion de estrés nucleolar es que la NPM1 sufra una s-glutationilacién
dependiente de GSTP en la cisteina 275%. Nuestra experiencia nos permite inferir que el
silenciamiento de DKC1 y NOP10 produce un estrés que favorece la interaccion de NPM1 con

GSTP, que conduce a la translocacién de la proteina nucleolar y a la activacién de p53.

Para confirmar este hallazgo nos propusimos obtener fracciones celulares (citoplasma, nucleo y
nucléolo) que permitieran estudiar la expresion de dichas proteinas en estos compartimentos.

Los analisis protedmicos tras la purificaciéon de esta estructura han contribuido a la identificacion
de las numerosas proteinas, mds de 700, que residen en él, que, junto que técnicas de imagen
han permitido dilucidar las diversas funciones en las que participa®. Es por ello que se considera
de gran interés obtener extractos puros del nucléolo para estudiar, en nuestro caso, la dindmica

proteica entre este y el nucleo-citoplasma en los diferentes modelos de silenciamiento.

Para ello, se intentd poner a punto una técnica de obtencién de extracto nucleolar®® en
diferentes lineas celulares (NIH-3T3 y Hela). El rendimiento obtenido empleando las células 3T3
fue minimo por lo que no se pudo proseguir con un Western-blot. La segunda linea en la que se
testd este protocolo de extraccion fue en las células Hela, la linea celular empleada en el
silenciamiento. Modificaciones en el protocolo consiguieron obtener extractos con el suficiente
rendimiento (tabla 2) como para que nos posibilitara estudiar diversas proteinas. Los resultados
obtenidos de ese Western nos permiten confirmar que al final no se consiguié obtener un

extracto nucleolar puro, ya que en la fraccién que supuestamente corresponde al nucléolo se
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observé la presencia de actina. Se ha observado que la actina y otras proteinas asociadas a ella
puede llegar a estar presente en el nlcleo y estdn implicadas en la remodelacidn de la cromatina
y la activacién genética a través de las proteinas nucleares BAFs, que pueden ser aisladas del
nucleo asociadas a subunidades de actina’’. La H3 se encuentra tanto en el nlcleo como en el
nucléolo. Este Gltimo contiene repeticiones en tdndem de ADN ribosémico en las NORs?, lo que
confirma la presencia de H3. Por todo esto, dado que no se ha demostrado la presencia de la
actina en el nucléolo, pero si en el nlcleo y en el citoplasma, nos permite confirmar que no es
una fraccidn nucleolar pura. La purificacion nucleolar es un proceso complejo dado que el
nucléolo es una estructura no membranosa que se encuentra en constante intercambio con su

entorno?, lo que dificultan mantener su integridad durante todas las etapas de la extraccion.
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8. Conclusiones parciales

e La disminucidn aguda de los niveles de DKC1 y NOP10, ambos implicados en la
etiopatogenia de la DC, afecta al equilibrio redox y a la biogénesis ribosomal, tanto a
nivel de sintesis del pre-ARNr como al procesamiento de las subunidades ribosomales.

e Latranslocacion de NPM1 es un marcador de estrés nucleolar relacionado con la accidn
de GSTP y la activacién de la via de p53.

e Ladisminucién aguda de los niveles de TIN2 no produce un estrés oxidativo detectable

por pardmetros nucleolares.
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9. Limitaciones

Muchas de las técnicas descritas no se habian realizado anteriormente en el laboratorio, por lo

gue se requirié de tiempo para su puesta a punto.

Por limitaciones técnicas no se logré el fraccionamiento celular que permitiera estudiar la
expresion de las proteinas de interés en citoplasma nucleo y nucléolo. Esto hubiese permitido
abordar el estudio de la expresidon de GSTP y NPM1 en estos subcompartimentos en los modelos

silenciados y bajo diferentes estados redox, asi como su correlacién con los niveles de GSH.

Otra limitacion fue no incluir un control positivo, como la Actinomicina D, en el ensayo de
morfologia nucleolar con los modelos silenciados y analizadas por el Kit Cytopainter Nucleolar.
Por lo tanto, para obtener unos resultados mas fiables en relacién al nimero de nucléolos como

marcador debiera replicarse este ensayo.

10. Perspectivas futuras

Dado que es de gran importancia el estudio de la dinamica nucleolar para comprender mejor
todos los mecanismos moleculares que acontecen en la célula, seria interesante evaluar otras
proteinas nucleolares como marcadores, asi como estudiar diversos modelos celulares en los
que se silencien otros genes implicados en enfermedades raras, para determinar si se produce

un estrés nucleolar que pueda ser empleado como un marcador de enfermedad.
Ademas, seria interesante estudiar en nuestros modelos de silenciamiento la s-glutationilacion
de NMP1 y la expresidon de otras proteinas que participan en la cascada de activacién de p53

dependiente de NPM1, como son la ARF y la MDM2.

Otro aspecto, seria estudiar, en un modelo de transfeccion estable para TIN2, el estrés oxidativo

y la validez de pardmetros nucleolares para detectarlo en este modelo.
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