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Resumen

TCERGI1 es una proteina implicada en la transcripcion y el splicing de los
mRNAs y en el acoplamiento funcional de ambos procesos. En esta tesis doctoral,
hemos descubierto una nueva funcion para esta proteina: TCERGI regula la
homeostasis de los cuerpos de Cajal (CBs) y la biogénesis de las
ribonucleoproteinas nucleares pequenas (small nuclear ribonucleoprotein, snRNPs),

particulas imprescindibles para el proceso de splicing del pre-mRNA.

Este estudio se inici6 con la identificacion de la region de TCERGI
responsable de la unién con NOLC1, una fosfoproteina nucleolar componente de
los CBs. Hemos identificado que los dominios FF4 y FF5 de TCERGI1 son los
responsables de la interaccion entre TCERG1 y NOLC1 y que la inhibicién de
TCERGI afecta a la localizacion de NOLC1 en los CBs nucleares pero no a su
localizacion en el nucléolo. En relacién a los CBs, mostramos que la inhibicion de
TCERGI afecta la integridad de estos organulos ya que su proteina marcadora, la
coilina, con la que interacciona TCERGI1, se dispersa por el nucleoplasma en
numerosos pequenos granulos. Este efecto es especifico de TCERG1, ya que los
CBs pueden formarse de nuevo tras la reexpresion controlada de TCERGI.
Ademas, la inhibiciéon de TCERGI no parece afectar de forma prominente a otros

organulos nucleares como los speckles, gems o HLB. Paraddjicamente, el efecto de



disgregacion de los CBs puede ser observado también con la sobreexpresiéon

saturante de TCERGI.

En esta tesis, hemos identificado también un papel importante de TCERG1
en la biogénesis de los snRNPs. Hemos observado que la inhibicion de TCERG1
afecta la unién de las proteinas Sm a los RNAs pequefios nucleares ricos en
uridinas (snRNAs), union necesaria para formar el complejo snRNP maduro. La
formacion de este complejo tras la inhibicion de TCERG1 se ve también
disminuida al monitorizar la expresion de una proteina de fusion GFP-SmB. El
papel de TCERGI en la formacion del complejo Sm-snRNP no parece implicar un
efecto sobre la transcripciéon de los snRNAs dado que, en las condiciones
experimentales usadas, los niveles de los snRNAs enddgenos no estan
disminuidos. La interaccion de TCERGI1 con factores implicados en la biogénesis
de los snRNPs, como CRM1, Int11 o SMN, refuerzan un posible papel de TCERGI1

en este proceso.

Nuestros datos indican que TCERGI juega un papel importante en la
homeostasis de los CBs y en el ensamblaje de los complejos Sm-snRNAs durante la

biogénesis de los snRNPs.
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Abreviaturas

BSA albiimina de suero bovino

CB Cajal bodies, coiled bodies, cuerpos de Cajal.

CBC cap binding complex, complejo de union al cap

CDK quinasa dependiente de ciclina

CG componente granular

CRISPR repeticiones palindrémicas cortas agrupadas y regularmente
espaciadas

Ct. Extremo carboxilo-terminal

CTD dominio carboxiterminal

DAPI 4 ' 6-diamidino-2-fenilindol

DFC componente fibrilar denso

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium

Dox doxiciclina

DSE elemento distal de la secuencia
DTT ditiotreitol

EDTA acido etilendiaminotetraacético
EGFP enhanced green fluorescent protein
EGTA acido etilenglicoltetracético

FA Formamida

FBS suero bovino fetal

FC centro fibrilar

FISH Hibridacion fluorescente in situ
Fw Forward

GC componente granular

GST glutation-S-transferasa



GTF factores generales de transcripcion
He-Ne helio-neén

HEPES hydroxyethyl-piperazineethane-sulfonic acid

HLB Histone Locus Bodies

hnRNP ribonucleoproteina heterogéna nuclear
HRP horseradish peroxidase

hTR RNA telomerasa

IF inmunofluorescencia

IgG Inmunoglobulina G

IMDM Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium

IP Inmunoprecipitacion

Kb kilobase

kDa kiloDalton

LEC complejo pequeno de elongacion
LLPS separacion de fases liquido-liquido

IncRNA RNA no codificante largo
Lsm11 like-Sm 11, U7 Small Nuclear RNA Associated
M Molar

miRNA microRNA

mRNA RNA mensajero

NaAz Azida sédica

NAPs NOR-associated patches

NE Extracto nuclear

NGS suero de cabra normal, Normal Goat Serum

NLS nuclear localization signal, senal de localizacién nuclear

NOLC1 Nucleolar and Coiled-Body Phosphoprotein 1
NOR regiones organizadoras nucleolares
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NP-40
Nt.

OE

PBS
PCR
PFA

PI
PIPES
PML
PMSF
PSE
RIP
rRNA
RNAPII
RRM
RS
RT-qPCR
Rv
scaRNA
SEC
SF1
SMN
snoRNA

snoRNP

snRNA

Nonidet fosfato-40

Extremo amino-terminal

Sobre-expresion

Tampon fosfato salino

Reaccion en cadena de la polimerasa
Paraformaldehido

ioduro de propidio
piperazine-N,N’-bis(2-ethanesulfonic acid)
leucemia promielocitica
fenilmetil-sulfonil-fluoruro

elemento proximal de la secuencia
Inmunoprecipitacion de RNA

RNA ribosémico

RNA polimerasa II

Motivos de reconocimiento de RNA
dominio arginina/serina

PCR en tiempo real mediada por retrotranscripcion
Reverse

pequenos RNA especificos del cuerpo de Cajal
super-complejo de elongacion

splicing factor 1

survival motor neuron

RNA nucleolar pequeno, small nucleolar RNA

ribonucleoproteinas pequefias nucleolares, small nucleolar
ribonucleoprotein

RNA nuclear pequeno, small nuclear RNA



snRNP

SRSF2

SSC

TCERG1

™G

tRNA

Uuv

WB

WCE

WRAP53

WT

Algunos términos han sido incluidos en su lengua de origen y escritos en cursiva

por no tener una clara traduccion al castellano o ser ésta poco empleada.

pequenas ribonucleoproteinas nucleares, small nuclear

ribonucleoproteins

Serine and Arginine Rich Splicing Factor 2
Saline-Sodium Citrate

transcription elongation regulator 1
2,2,7-Trimetilguanosina

RNA de transferencia

ultravioleta

western blot

whole cellular extract, extracto celular
WD Repeat Containing Antisense to TP53

Wild Type/silvestre
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1. Arquitectura funcional del ntcleo de la célula eucariota

El nacleo de la célula eucariota se caracteriza por contener el material
genético de la célula asi como las maquinarias moleculares necesarias para su
correcta expresion, replicacion y reparacion. Al contrario de los orgdnulos
citoplasmaticos, los organulos nucleares se caracterizan por la ausencia de una
membrana que los separe de los otros componentes del nucleoplasma. A pesar de
este hecho, los orgdnulos nucleares no estdn contenidos de manera cadtica dentro
del volumen nuclear. El nticleo de la célula eucariota es una estructura altamente
compartimentada donde el material genético se organiza en cromosomas que
ocupan zonas especificas, denominan territorios cromosdmicos, dejando espacio
nucleopasmico para un gran namero de subestructuras u organulos nucleares. Las
distintas funciones asociadas al nucleo celular se encuentran espacialmente
ordenadas de manera muy definida en el espacio intercromatinico y, por tanto, la
disposicion y relaciones mutuas a nivel tridimensional de estos orgdnulos juegan
un papel regulador muy importante. Esta organizacion del nucleo celular
eucariotico, que aun hoy en dia es poco entendida, es crucial para que se den lugar
un gran numero de funciones imprescindibles para la supervivencia de la célula,
como son la regulacion génica, la reparacion del ADN y una correcta division

celular.

Los organulos nucleares aparecen con una gran variedad de formas y
algunos de ellos pueden incluso tener estructuras uniformes mientras otros
pueden formar subcompartimentos. Estos organulos contribuyen a la regulacion
de las funciones celulares de manera diferente. Asi, los cuerpos de Cajal (CBs)
estan implicados en la modificacion y ensamblaje de los complejos U snRNPs,

necesarios para el correcto procesamiento del precursor del RNA mensajero (pre-



mRNA); los Gems son estructuras adyacentes o coincidentes con los cuerpos de
Cajal caracterizados por la presencia de las proteinas SMN y Gemins 2-7, y
relacionados con el ensamblaje de los snRNPs; el nucléolo, implicado en la
biogénesis de los ribosomas y la respuesta al estrés celular; el cuerpo PML,
implicado en el ensamblaje de la proteina supresora de tumores leucemia
promielocitica (PML), ademas de otras funciones celulares como el secuestro y
liberacion de proteinas, modificaciones postraduccionales y respuesta al estrés
celular; los paraspeckles, importantes para el control de la expresion génica
mediante la retencion de ARN de doble cadena e involucrados en procesos de
diferenciacion, infeccion viral o respuesta a estrés; y los speckles que como se
detallara a continuacion, son estructuras nucleares relacionadas con el

procesamiento del ARNm (Fig. I1).
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Figura I1. Detalle del nticleo eucariota. La imagen muestra el nucleo interfasico de una

célula de mamifero. El nticleo esta contenido en una estructura de doble membrana denominada



membrana nuclear, que funciona como una barrera fisica para separar el contenido nuclear del
citoplasma. A lo largo de la membrana nuclear, se encuentran los poros nucleares que controlan el
transporte ntcleo-citoplasma. La cara interna de la envuelta nuclear proporciona soporte mecanico
y participa en la organizacion de la cromatina. El nticleo contiene la mayoria del material genético
de la célula, organizada en cromosomas, que en interfase ocupan los distintos territorios
cromosOmicos. Las fibras de cromatina pueden contactar entre ellas estableciendo multiples
uniones. El espacio intercromatinico, aunque estd muy organizado, es altamente dindmico y en él
se encuentran diferentes organulos nucleares, como los CBs, HLB, speckles, paraspeckles, PML o
nucléolo. El nucléolo se compone del centro fibrilar, el componente fibrilar denso y el componente
granular, que esta rodeado de la heterocromatina perinuclear. (Imagen adaptada de (Mao, Zhang,

and Spector 2011) realizada en Biorender App).

1.1. Formacion de organulos nucleares

Los recientes avances en la microscopia de alta resolucién y los nuevos
conocimientos sobre la importancia de las interacciones entre ARN y proteina y la
separacion de fases liquido-liquido (LLPS) han permitido entender mejor la
estructura y el ensamblaje de los organulos nucleares. Se conoce que especificos
RNAs son los responsables de concentrar determinadas proteinas para formar
organulos especificos, como es el caso de NEAT1, un RNA no codificante largo
(IncRNA) que lleva a la formacién de los paraspeckles (Adriaens et al. 2016)
Asimismo, los genes de rRNA participan en la formacion del nucléolo (Falahati et
al. 2016). También hay estudios que implican al RNA en la formacién de los CBs.
De hecho, se ha descrito que los snRNAs, tanto los recién sintetizados como los
maduros, interaccionan directamente con distintas proteinas presentes en los CBs
haciendo que estas se dirijan a este organulo (Machyna et al. 2014). Otros estudios
relatan la importancia del mRNA de histonas para la formacién del HLB (Heyn et
al. 2017). En este sentido, ha sido de especial importancia los estudios realizados

con RNAsas para identificar proteinas cuya localizacion en determinados



organulos es dependiente del RNA. Este es el caso de proteinas que se localizan,

por ejemplo, en los speckles nucleares o en los CBs (Mannen et al. 2016).

Varios estudios han mostrado que las interacciones que ocurren en la
formacion de organulos nucleares pueden ser explicadas por las transiciones de
fase liquido-liquido (LLPS) que establecen una variedad de diferentes dominios
promotores de agregacion en proteinas localizadas en distintos organulos
nucleares. Estos tipos de interacciones pueden explicar las propiedades liquidas
de los organulos nucleares, como es su rdpida dindmica de unién y ruptura. Se ha
visto que en algunas ocasiones la presencia de RNA es determinante para mediar
en la formacion de distintos orgdnulos nucleares a través de las LLPS (Lin et al.
2015; Schwartz et al. 2013). Se han estudiado diferentes combinaciones de
elementos que interacttian para mostrar como algunos dominios proteicos solo se
someten a LLPS cuando se combinan en concentraciones especificas. De este
modo, distintos organulos celulares, y entre ellos organulos nucleares, podrian
compartir componentes, pero cada organulo nuclear podria tener diferentes
proporciones de proteinas que conducen a LLPS y alterar asi el reclutamiento de
moléculas secundarias (Banani et al. 2016). Estas proporciones definidas de los
elementos proteicos podria explicar las concentraciones variables de los
componentes entre los diferentes CBs encontrados en el mismo ntcleo (Platani et

al. 2000).

1.2. Nucléolo

El nucléolo es la subestructura de mayor tamafo del nucleo, donde se da
lugar la biogénesis de los ribosomas, un proceso fundamental para el ensamblaje
de la maquinaria de traduccion, el ribosoma. Su biogénesis se inicia por la

transcripcion de los genes RNA ribosomales (rRNA), que se encuentran también
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en el nucléolo. En el genoma de las células eucariotas, los genes rRNA presentan
generalmente un gran numero de copias organizados en series de repeticiones
entre diferentes cromosomas en las llamadas regiones organizadoras nucleolares
(NORs) (Pelletier, Thomas, and Volarevic 2018). El niimero de repeticiones de
genes rRNA varia enormemente entre los distintos organismos, ya que en
humanos y ratones existen unos 200 por genoma haploide, mientras que anfibios y
plantas muestran miles de copias. El nimero de genes ribosomicos varia incluso
entre individuos de la misma especie o células de un mismo individuo
(Tsekrekou, Stratigi, and Chatzinikolaou 2017; Porokhovnik and Lyapunova 2019).
El DNA ribosomico es la parte mds transcrita del genoma, produciendo mas del

70% de todo el RNA en la célula eucariota (Warner 1999).

El nucléolo es responsable de numerosas funciones y procesos bioldgicos.
Entre estos procesos, se encuentra el mantenimiento de la estabilidad gendmica, la
reparacion del DNA y la recombinacion, el control del ciclo celular, el
mantenimiento de la inactivacion del cromosoma X, la regulacion transcripcional y
la regulacion de estados epigenéticos y al estrés; siendo clave en la organizacion
nuclear (Hutten et al. 2011; Harding, Boiarsky, and Greenberg 2015; Xie et al. 2012;
Ochs and Press 1992).

El nucléolo es un organulo sin membrana que consta del centro fibrilar (FC),
el componente fibrilar denso (DFC) y el componente granular (GC). Se piensa que
la transcripcion del rRNA se da lugar entre las zonas FC y DFC, mientras que el
procesamiento del pre-rRNA ocurre en la region DFC y el ensamblaje pre-
ribosomal se da lugar en la region GC (Tiku and Antebi 2018; Boisvert et al. 2007).
El tamano del nucléolo se correlaciona con la sintesis de rRNA, ya que las células
en proceso de division, producen grandes cantidades de rRNA y a menudo
poseen nucléolos de gran tamano, mientras que la inhibicion de la transcripcion de
los genes ribosémicos da lugar a una disminucion del tamano nucleolar (Derenzini

et al. 1998). De hecho, una alta tasa de transcripciéon de rRNA y biogénesis de
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ribosomas es un rasgo comun en muchos tipos de cdncer, usandose incluso el
tamafio del nucléolo como un marcador de diagndstico (Derenzini, Montanaro,

and Trere 2009; Hein et al. 2013).

1.2.1. NOLC1

La fosfoproteina nucleolar NOLC1, también conocida como Nopp140, se
identifico por primera vez como una proteina de sefalizacion nuclear que actta
como chaperona entre el nucléolo y el citoplasma (Thomas Meier and Blobel 1992).
La interaccion de NOLC1 con coilin, una proteina presente en los CBs (Andrade et
al. 1991), sugiere una posible funcion de NOLC1 en las conexiones existentes entre

el nucléolo y los CBs (Isaac, Yang, and Thomas Meier 1998).

NOLC1 pertenece a una familia de proteinas que se caracterizan por la
presencia de un dominio SRP40 en su extremo carboxilo terminal (Yang et al.
2004). Su estructura se caracteriza por la presencia de un dominio central rico en
residuos de serina alternadas con secuencias repetidas de lisina, arginina y
prolina. La mayoria de las serinas de este dominio central son fosforiladas por la
quinasa caseina II, haciendo a NOLC1 una de las proteinas mas fosforiladas de la
célula con aproximadamente 80 fosfatos por molécula (Thomas Meier and Blobel
1992; Meier 1996). NOLC1 se localiza en el componente fibrilar denso del nucléolo
(DFC) y participa en la regulaciéon de la transcripciéon del RNA ribosémico
interaccionando con la subunidad grande de la RNA polimerasa I (Chen et al.
1999). Consistente con estos datos, se establecié que NOLC1 interacciona con otros
componentes de las maquinarias de transcripcion procesamiento de los transcritos
del pre-rRNA, como NAP57, diferentes snoRNPs o el factor de transcripcion TFII-I
(Chen et al. 1999; Yang et al. 2000; Miau et al. 1997; Meier and Blobel 1994). Todos
estos datos sugieren la implicacion de NOLC1 en los procesos de biogénesis y
transporte de los snoRNPs. Ademas, se ha descrito la participacion de NOLC1 en

la regulacion de la progresion del carcinoma nasofaringeo al unirse al promotor
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del gen TP53 y regular con éste la expresion de MDM2, sugiriendo por tanto un
papel de NOLCI como oncogén en tumorogénesis (Hwang et al. 2009).
Consistente con estos datos, NOLC1 esta regulado por NF-xB y CREB, que son
reguladores de muchos genes involucrados en ciclo celular, apoptosis y

tumorogénesis (Gao et al. 2011).

1.3. Cuerpos de Cajal (CBs, Cajal Bodies)

A principios del siglo XX, el neurobiologo Santiago Ramoén y Cajal descubrio
unas estructuras presentes en el nicleo neuronal que denomind cuerpos accesorios
del nucléolo (Cajal 1903) (Fig. I2). Estos cuerpos fueron redescubiertos y
denominados coiled bodies durante la década de 1960 para finalmente ser llamados
cuerpos de Cajal en honor a su descubridor (Gall 2000). La investigacion sobre los
CBs se acelerd con el descubrimiento de autoanticuerpos procedentes del suero de
un paciente con una enfermedad autoinmune que reaccionaba contra una proteina
de aproximadamente 80 kDa que localizaba especificamente en los CBs (Raska et
al. 1991). Esta proteina se denominé p80/coilina. El tamafio de los CBs varia desde
0,5 um a 1,5 um de didmetro y el numero de estos orgdnulos presentes en la célula
varia desde 0 a 15 por nucleo (Pena et al. 2001; Berciano et al. 2007), segun el
estado metabolico de la célula y el momento del ciclo celular en el que se
encuentre (Carmo-Fonseca, Ferreira, and Lamond 1993; Carvalho et al. 1999;
Platani et al. 2002). Los CBs son estructuras dindmicas que se mueven, se dividen y
se unen dentro del nucleoplasma, intercambiando continuamente componentes

con distintos organulos del nucleoplasma (Sleeman et al. 2003).
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Fig. I2. Cuerpos neuronales. Se muestra el dibujo realizado por Santiago Ramén y Cajal
mostrando dos neuronas piramidales de la corteza cerebral humana (Cajal 1903). Se representa el
cuerpo accesorio (a), el nucléolo (b) y los grumos hialinos que mas tarde se denominaron speckles

nucleares (c). © de la imagen, Herederos de Santiago Ramdn y Cajal.

Desde su descubrimiento, la proteina coilina se considera la proteina que
define los CBs. El extremo amino y carboxilo de coilin estan muy conservados
evolutivamente mientras la region central de la proteina y la caja RG parecen ser
especificas de vertebrados. El dominio donde se encuentran los primeros 92
aminodcidos de la proteina, parece ser imprescindible para que se dé lugar la
autoasociacion de coilina, que es a la vez esencial para que se dirija a los CBs (Wu,
Murphy, and Gall 1994; Bohmann, Ferreira, and Lamond 1995; Hebert and Matera
2000). La parte central contiene dos sefiales de localizacién nuclear y una aparente
sefial de localizacion nucleolar que podria explicar su afinidad hacia el nucléolo
(Hebert and Matera 2000). En el extremo carboxiterminal se encuentra un dominio
Tudor con monometil-lisina, trimetil-lisina y dimetil arginina y ademads se

encuentra la secuencia necesaria para la interacciéon entre coilin y las proteinas Sm.

Aunque tanto en plantas como en la mosca de la fruta no se detectaron
problemas de viabilidad o fertilidad (Collier et al. 2006; Liu et al. 2009), la

inhibicién de coilina en modelos murinos y de pez cebra mostr6 la importancia de
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esta proteina en fecundidad y embriogénesis (Strzelecka et al. 2010; Walker, Tian,
and Matera 2009). La inhibicion de coilina en pez cebra es letal y este fenotipo se
rescata al inyectar snRNPs maduros, apoyando el modelo de que los CBs
promueven el ensamblaje de los snRNPs (Klingauf, Stanek, and Neugebauer 2006;
Novotny et al. 2011). Los CBs estan asociados a los genes de snRNAs de una forma
dependiente a su transcripcion, aunque los mecanismos de esta asociacion atin no

estan claros.

Los CBs acumulan numerosos RNAs cortos no codificantes, incluyendo
snoRNAs y snRNAs. Ademas, se ha detectado en estos organulos la presencia de
otros ARNs cortos, como son los scaRNAs, los cuales son ARNs que guian las
modificaciones de los snRNAs. En el caso de los snoRNAs, se ha observado que
varios snoRNAs, como es el caso de snoRNA U3, pasan por los CBs antes de llegar
al nucléolo, y se ha comprobado que distintos snoRNAs interaccionan
directamente con la proteina coilin (Machyna et al. 2014). Estos datos indican que
los CBs estan involucrados en la biogénesis de snoRNPs (Boulon et al. 2004;
Machyna et al. 2014). Varios estudios sugieren que los CBs estdn involucrados en
el procesamiento y modificaciones de los snRNAs, asi como en el ensamblaje de
los snRNPs funcionales y su reciclaje (Schaffert et al. 2004; Stanek and Neugebauer
2004; Stanek et al. 2008; Stanek et al. 2003; Nesic, Tanackovic, and Kramer 2004;
Darzacq et al. 2002; Jady et al. 2003). La importancia de los CBs en la biogénesis de
los snRNPs y, dada su relevancia en esta tesis, se discute en profundidad en el

apartado 2 de la Introduccion.

Todos estos datos sugieren que coilina promueve la biogénesis de las
ribonucleoproteinas actuando como chaperona de los pequefios RNAs nucleares
no codificantes. Esto podria no ser esencial en células diferenciadas o lineas
celulares, pero si podria ser critico en embriones en desarrollo. Los datos de
inhibicion de coilina obtenidos en el pez cebra apoyan esta sugerencia, ya que son

incapaces de completar la embriogénesis y presentan defectos en splicing y un

15



reducido nimero de snRNPs maduros (Strzelecka et al. 2010; Boulon et al. 2004).
Destacar que los embriones del pez cebra requieren una alta demanda de snRNPs
para que se dé el proceso de splicing (Konig et al. 2007). Igualmente sucede en
embriones de raton, donde existe una viabilidad baja en ratones deficientes en
coilina y se cree que las pocas células embrionarias que sobreviven se debe a los
snRNPs maternos (Machyna, Neugebauer, and Stanek 2015). En otros organismos,
como plantas o insectos, las diferencias en los mecanismos de desarrollo podrian
determinar si coilina es esencial o no. Por ejemplo, los insectos se caracterizan por
un blastodermo sincitial que podria dar una ventaja de supervivencia en el
embrion. Si el ensamblaje de los snRNPs es mas bajo en los mutantes nulos de
Drosophila melanogaster, el nticleo del blastodermo puede compartir el déficit de
snRNPs entre todas las células de la bastula durante el periodo critico cuando se
necesita un proceso rapido de splicing. En este caso, también se baraja la
posibilidad de que observando en D. melanogaster las diferencias existentes los
dominios generalmente conservados de coilina, es posible que los mecanismos
implicados en el ensamblaje de los snRNPs puedan no depender tan fuertemente

de coilina como ocurre en vertebrados (Deryusheva and Gall 2009)

Se ha sugerido que coilina y los CBs pueden estar implicados en el
ensamblaje y el mantenimiento de la telomerasa. Hay estudios en células humanas
que localizan la RNA telomerasa (hTR) en CBs durante la fase S del ciclo celular
(Jady, Bertrand, and Kiss 2004; Jady et al. 2006; Lukowiak et al. 2001; Zhu et al.
2004; Tomlinson et al. 2006). Este hecho parece ser una situacidon especifica en
humanos, ya que no se ha encontrado la hTR en los CBs de raton (Tomlinson et al.
2010). La telomerasa es retenida en los CBs a través de la proteina WRAP53, un
componente de los CBs, uniéndose a la secuencia de la caja CAB del componente
RNA de la telomerasa e interaccionando a la vez con la proteina coilina,
estableciendo una conexién entre la telomerasa, WRAP53 y coilina (Enwerem et al.

2014; Mahmoudi et al. 2010; Jady, Bertrand, and Kiss 2004; Venteicher et al. 2009;
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Tycowski et al. 2009; Richard et al. 2003; Zhong et al. 2011). Y una menor expresion
de coilin estd asociada con una menor asociacion entre la telomerasa y los
telomeros y por tanto con una menor actividad de la telomerasa (Venteicher et al.
2009; Stern et al. 2012; Zhong et al. 2012). No obstante, se ha observado que células
cancerigenas humanas donde no se expresa coilin no muestran una menor
actividad de la telomerasa, ni defectos en la longitud de los telomeros, por lo que
se cree que estas células pueden haberse adaptado a la pérdida de coilin y suplen
su funcion sobreexpresando la telomerasa (Stern et al. 2012; Chen et al. 2015).
Dado que WRAP53 es una proteina que dirige factores a sitios de rotura de doble
cadena en el DNA, la interaccién entre coilin y WRAP53 también explicaria que
coilin se encuentra en sitios donde hay dafio en el ADN y que los CBs son

sensibles a la radiacion por UV (Bartova et al. 2014; Cioce et al. 2006).

1.3.1. Formacion de los CBs

Coilin es un componente esencial de los CBs, ya que una inhibicién completa
de la proteina da lugar a la desintegracion de estos organulos en un gran nimero
de organismos diferentes (Collier et al. 2006; Liu et al. 2009; Tucker et al. 2001;
Walker, Tian, and Matera 2009). El dominio esencial para la formacién de los CBs
son los 92 aa del extremo aminoterminal, necesario para la autointeraccion de
coilina y la formacién de novo de los CBs (Wu, Murphy, and Gall 1994; Bohmann,
Ferreira, and Lamond 1995; Hebert and Matera 2000). El1 dominio carboxiterminal
interacciona con las proteinas Sm que forman parte del complejo snRNP (Toyota
et al. 2010; Xu et al. 2005; Hebert et al. 2001). Asimismo, se ha descrito que el nivel
de expresion de los snRNPs es un factor importante para la formacién de CB

(Sleeman, Ajuh, and Lamond 2001).

El proceso de formacion de los CBs no es conocido. La coilina esta
considerada como el factor que enlaza todos los componentes del organulo a
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través de numerosas interacciones proteina-proteina (Machyna, Heyn, and
Neugebauer 2013). Asi, el complejo pequeno de elongacion o LEC, compuesto por
las proteinas ELL, ICE1 e ICE2 en células de mamifero, colocaliza con la coilina en
los CBs para, facilitar la sintesis de los snRNAs por la RNAPII (ARN polimerasa
II) (Hu et al. 2013; Smith et al. 2011; Polak et al. 2003). Los componentes de LEC
interaccionan y colocalizan con la isopeptidasa SUMO, USPL1, que es también un
componente esencial de los CBs. Como sucede con la coilina, la disminucion de la
expresion de USPL1 da lugar a una disgregacion de los CBs, reduciendo la
transcripcion de los snRNAs, y alterando por tanto el splicing del mRNA (Hutten
et al. 2014a). Mas recientemente, se ha determinado que la snRNP 7SK, compuesta
por el snRNA 75K y las proteinas Larp7 y MePCE, se asocia especificamente con
LEC para activar la sintesis de los snRNAs y los snoRNAs (Egloff et al. 2017). Se
ha observado que la formacion de los CBs es dependiente de temperatura,

consistente con el modelo LLPS (Carmo-Fonseca, Ferreira, and Lamond 1993).

Se considera a la proteina coilina como el anclaje de los CBs a través de su
dimerizacion y la interaccidn con otros elementos, como las proteinas Sm
presentes en los snRNPs o la proteina SMN responsable del ensamblaje del snRNP
(Hebert et al. 2001; Xu et al. 2005). Aunque se ha observado que cualquier
componente de los CBs (coilin, proteinas Sm, scaRNAs, SMN) a una localizacion
nuclear especifica es suficiente para inducir a la formacion de los CBs, es necesaria
una serie no secuencial de asociaciones de proteinas para formar la estructura de
novo (Kaiser, Intine, and Dundr 2008). Consistente con la hipotesis de que la
formacion de CBs no se da de una manera jerdrquica y es necesario establecer
multivalentes interacciones con alguna de las moléculas involucradas para la
formacion de CBs. Aparentemente, los CBs se forman a través de interacciones
entre proteina y RNA entre los componentes de estos organulos, uniéndose entre

ellos directa o indirectamente a través de coilina y SMN, ya que se ha observado
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que estas proteinas podrian facilitar la estabilizacion de las interacciones entre los

componentes de los CBs (Tucker et al. 2001).

La fosforilacion puede regular la formacion de los CBs. Coilina se fosforila en
al menos siete residuos y en dos sitios adicionales durante la mitosis (Carmo-
Fonseca, Ferreira, and Lamond 1993). El aumento en la cantidad de residuos
fosforilados de coilina esta relacionado con la disminucion de la autoasociacion de
esta proteina y el desemsamblaje de los CBs durante la mitosis (Hebert and Matera
2000). Ademas, el estado de fosforilacion de otras proteinas presentes en los CBs,
como SMN (survival motor neuron) y WRAP53 (WD Repeat Containing Antisense To
TP53), influye en su interaccion con coilina y la formacién de los CBs. La
fosforilacién puede, asimismo, regular la localizacién de coilina en el nucleolo
(Hebert and Matera 2000; Toyota et al. 2010; Hebert 2013). A pesar del hecho de
que coilina no contiene un motivo de unién al RNA canonico, se han encontrado
numerosos RNAs que interaccionan con coilina y forman parte, por tanto, de los
CBs (Machyna et al. 2014). Y de hecho, la fosforilacion de la coilina, podria regular
al union al RNA o la asociacion con complejos que contengan RNA (Broome et al.
2013). Ademas de la fosforilacion, coilina y otros componentes de los CBs se
modifican por las metiltransferasas PRMT5 y PRMT7, que juegan un papel en el
control de la formacion y actividad de los CBs (Boisvert et al. 2002; Clelland et al.
2009).

1.4. Gems

En la década de 1990, se identific6 un orgdnulo asociado a los CBs
denominado Gem (Géminis de CBs). Estos cuerpos nucleares fueron identificados
por inmnofluorescencia como un organulo libre de coilin, pero que contenia las

proteinas SMN y Gemins (Liu and Dreyfuss 1996; Liu et al. 1997). SMN se localiza
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en el nucleo y en el citoplasma, forma parte junto con gemins de un complejo
implicado en la biogénesis de los snRNPs (Charroux et al. 1999), y juega un papel
esencial en la formacion de los gems nucleares (Liu and Dreyfuss 1996; Burlet et al.
1998; Renvoise et al. 2006), por lo que se le ha considerado la proteina que define
los Gems. Ademas de su interaccion con gemins, SMN se asocia a coilina a través
de WRAP53, proteina que es esencial para la localizacion del complejo SMN en los
CBs (Hebert et al. 2001, Mahmoudi et al. 2010). Aunque los Gems se encuentran
frecuentemente asociados con los CBs, especialmente en células neuronales, y
SMN y Gemins colocalizan con coilin y los snRNPs, en otros tipos celulares no
siempre sucede asi y los Gems y los CBs como estructuras separadas dentro del

nucleoplasma (Liu and Dreyfuss 1996; Carvalho et al. 1999; Pena et al. 2001).

La pérdida de la expresion de SMN da lugar a una degeneracion de moto-
neuronas y al desarrollo de la atrofia muscular espinal (SMA), una enfermedad
que afecta a nifios (Lefebvre et al. 1995) (Genabai et al. 2015). Esta enfermedad se
produce por deleciones o mutaciones en el gen SMN1, que codifica a la proteina
SMN. Debido a una duplicacién y una inversion génica, en humanos se encuentra
ademas el gen SMN2 que codifica una forma truncada de la proteina, en la cual
falta el exon 7 de SMN (SMNA?7) (McAndrew et al. 1997; Lorson et al. 1999).
Aunque SMN2 no compensa por completo la pérdida de SMN1, se ha visto que
una sobre-expresion de SMN2 reduce la severidad de la enfermedad (Lorson et al.

1999; Le et al. 2005).

1.5. HLB (histone locus body)

El HLB es un organulo nuclear descubierto por primera vez en Xenopus laevis
(Wu and Gall 1993). Inicialmente, estos organulos fueron identificados como CBs

por la presencia de coilin (Frey and Matera 1995). Posteriormente, estudios en
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Drosophila melanogaster desvelaron que el HLB es un organulo diferente al CB (Liu
et al. 2006). En esos estudios, se vio que el snRNP U7 se localizaba tinicamente en
el HLB y no en los CBs. U7 snRNP se compone del snRNA U7 unido a un anillo de
5 proteinas Sm (B, D3, G, E, F) y dos proteinas LSm (10, 11), exclusivas de esta
ribonucleoproteina (Pillai et al. 2003; Pillai et al. 2001). Confirmando la diferencia
entre ambos organulos, se comprobo en células de mamifero que el HLB era
distinto del CB, y se demostré que el ensamblaje de HLB tenia lugar en ausencia
de coilin (Liu et al. 2009; Bongiorno-Borbone et al. 2008; Barcaroli et al. 2006; Alm-

Kristiansen et al. 2008).

El HLB es un organulo nuclear asociado a los loci de histonas en la cromatina.
Los HLB estdin compuestos por numerosas proteinas implicadas en la
transcripcion y procesamiento del pre-mRNA de las histonas, por lo que es un
organulo esencial en la expresion de los genes de histonas (Salzler et al. 2013;
White et al. 2011). Las histonas juegan un papel crucial en el empaquetamiento del
DNA a la cromatina, y su expresion esta restringida a la fase S del ciclo celular,
cuando se da lugar el empaquetamiento del recién replicado DNA (Marzluff and
Duronio 2002). Defectos en este proceso dan lugar a inestabilidad gendmica y

generar distintas patologias como cancer.

1.6. Paraspeckles

Los organulos nucleares denominados paraspeckles fueron descubiertos
durante un estudio de proteémica de purificacion nucleolar. En este estudio, se
identifico una proteina tedricamente nucleolar (PSPC1, proteina paraspeckle 1), que
se acumulaba en granulos repartidos por el nucleoplasma y que no localizaba con
otras proteinas marcadoras de organulos nucleares conocidos (Andersen et al.

2002; Fox et al. 2002). Hoy en dia, se sabe que los paraspeckles contienen unas 40
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proteinas diferentes (generalmente proteinas que se unen a RNA) y un IncRNA

(NEATT1) (Fox et al. 2002; Chen and Carmichael 2009).

Los paraspeckles se encuentran en los espacios intercromatinicos del
nucleoplasma y cerca de los speckles nucleares. Estan implicados en numerosos
procesos celulares, incluyendo la retencion nuclear de algunos RNAs sometidos a
edicion (cambio de adenosina por inosina) (Chen and Carmichael 2009) y el
control de la transcripcidn génica a través del secuestro de reguladores

transcripcionales (Hirose et al. 2014).

1.7. PML-NB (PML nuclear bodies)

PML es un gen implicado en una translocacién cromosomica con el gen
codificante del receptor a del acido retinoico que da lugar al desarrollo de la
leucemia promielocitica (APL) y es el marcador de los orgdnulos conocidos como
PML/PML-NB. El hecho de la desaparicion de los PML-NB en leucemias y
tumores solidos desvela las propiedades de este organulo como supresor de
tumores. Ademas, los PML-NBs estan implicados en el control de importantes
procesos celulares, incluyendo apoptosis, transcripcion, reparacion del DNA,
senescencia y componente del sistema inmunitario innato (Lallemand-Breitenbach
and de The 2010; Bernardi and Pandolfi 2007; Scherer and Stamminger 2016).
Estudios recientes han confirmado una funcion de respuesta al estrés, mostrando
que los orgdnulos PML se inducen por estrés oxidativo y que la proteina PML
promueve la degradacion de las proteinas mal plegadas (Sahin et al. 2014; Guo et

al. 2014).
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1.8. Speckles nucleares

Los speckles nucleares son unos organulos con un tamafo aproximado de 0.3-
3 upm, existiendo decenas por nucleo. Después del nucléolo, los speckles
representan el segundo compartimento nuclear mas grande en los ntcleos de
mamiferos, existiendo en numerosas especies diferentes (Spector and Lamond
2011; Hall et al. 2006). Santiago Ramén y Cajal describié por primera vez estos
organulos denomindndolos “grumos hialinos” (Lafarga et al. 2009) vy,
posteriormente, los speckles se redescubrieron por microscopia electronica, con el

nombre de regiones intercromatinicas (IGCs) (Thiry 1993).

Los speckles son estructuras intranucleares que se caracterizan por la
presencia de una alta concentracion de factores implicados en el splicing del pre-
mRNA localizados en la regién intercromatinica del nucleoplasma (Fig. I3).
Tradicionalmente, los speckles nucleares se han considerado como sitios de
alamacenamiento o ensamblaje de los componentes implicados en el splicing, pero
numerosos estudios han demostrado funciones adicionales en cuanto a la
regulacion de la expresion génica. De este modo, los speckles pueden controlar la
dindmica de la transcripcion y de los factores de procesamiento del RNA actuando
como centros de la activacion génica e incluso pueden participar en el
procesamiento postranscripcional, asi como en el acoplamiento de los primeros
pasos de la biogénesis del ARNm (Sanchez-Alvarez, Sanchez-Hernandez, and

Sune 2011).

Estudios protedmicos han revelado la composicion de los speckles nucleares
detectandose unas 150 proteinas, muchas de las cuales tienen funciones conocidas
en el splicing del pre-mRNA, en el metabolismo del RNA, la transcripcion y otros
rprocesos celulares (Mintz et al. 1999; Saitoh et al. 2004). Uno de estos factores es
SRSF2, antes conocido como SC35, un factor de splicing esencial que ha venido

siendo considerado el marcador por excelencia de estos cuerpos nucleares.
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Figura I3. Speckles nucleares. (A) Imagen de inmunofluorescencia de células HEK293T
empleando anticuerpos especificos frente al factor esencial de splicing SRSF2. Se puede observar la
distribucion de este factor en granulos nucleoplasmaticos que corresponden a los speckles
nucleares, con escasa tincién en el nucleoplasma. (B) Imagen obtenida mediante microscopia
electrénica en la cual se puede observar con detalle la acumulacion de los granulos

intercromatinicos; barra de tamafo: 500nm. (Imagen tomada de (Spector and Lamond 2011)).

1.8.1. Dominios de sefializacion hacia los speckles nucleares

Existen numerosos dominios descritos como responsables de la sefializaciéon
hacia los speckles nucleares. Dentro de estos dominios, se han estudiado con
profundidad los dominios arginina/serina (RS) y los dominios RRM (motivos de
reconocimiento de RNA). El papel de los dominios RS en la sefalizacion hacia los
speckles nucleares fue inicialmente descrito en las proteinas de tipo SR Tra y
SWAP, ambas reguladoras del proceso de splicing en Drosophila (Hedley, Amrein,
and Maniatis 1995; Li and Bingham 1991). La adicion de la secuencia que codifica
por el dominio RS en una proteina de localizacion citoplasmatica la conduce a los
speckles nucleares (Caceres et al. 1997). Otras proteinas de la familia SR, como
SRSF2, SRSF3 y SRSF7, presentan el dominio RS, responsable de su localizacion en
los speckles nucleares, contienendo ademads un unico dominio RRM. El dominio RS

también es requerido por la quinasa CkrS (Ko, Kelly, and Pines 2001) o el factor de
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splicing U2AF® (Gama-Carvalho et al. 1997). Existen otras proteinas SR, como
SRSF1 o SRSF10, cuyos dominios RS no son necesarios ni suficientes para la
sefalizacion hacia los speckles nucleares requiriendo la presencia de, ademas, al

menos un dominio RRM para su localizacion (Caceres et al. 1997).

Existen otras sefiales de localizacion a los speckles nucleares. Asi, el estudio de
las propiedades espaciales de la quinasa DYRK1A demostro la existencia de una
cola de histidina responsable de la acumulacion de la proteina en speckles (Alvarez,
Estivill, and de la Luna 2003). Un analisis exhaustivo de las proteinas que
contenian esta cola de histidinas, confirmé el papel de este dominio como una
nueva sefial de localizacidn a los speckles nucleares (Salichs et al. 2009). En este
estudio, se identificaron 15 proteinas que se localizan en los speckles nucleares,
llevando a la conclusién que las repeticiones de histidinas son una sefial de

localizacion general hacia los speckles.

Otras senales de localizacidn a los speckles nucleares son “forkhead-associated”
en NIPP1 (nuclear requlator of serine/threonine protein phosphatase-1) (Jagiello et al.
2000), las repeticiones de treoninas y prolinas (dominios TP) de SF3b1/SE3b'*
(Eilbracht and Schmidt-Zachmann 2001) y la region rica en arginina, prolina y

serina del factor SRm160 (Wagner, Chiosea, and Nickerson 2003).

Se han propuesto dos modelos diferentes, directo e indirecto, que explican la
localizacién de las proteinas dentro del nucleo. En el modelo directo, las
secuencias especificas de sefalizacion median el reclutamiento a través de las
interacciones proteina-proteina moduldndose, en el caso de los dominios RS, por
ciclos de fosforilacion y desfosforilacion. La localizaciéon de las proteinas SR con
un unico motivo RRM suelen seguir este modelo (Hedley, Amrein, and Maniatis
1995). Como es el caso de la proteina SRSF2, que se localiza en los speckles incluso
cuando la célula es sometida a tratamientos con RNAsa (Spector, Fu, and Maniatis

1991). Por otro lado, el modelo indirecto contempla que aquellas proteinas que no
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contienen una secuencia que dirige hacia los speckles nucleares, se localizan
correctamente por la union a otros componentes que si tienen la senal de
localizacion pertinente. Por ejemplo, al eliminar los dominios RS o uno de los dos
motivos RRM en las proteinas SRSF1 y SRSF5, pueden localizarse en los speckles
nucleares (Caceres et al. 1997). La localizacion de estas proteinas en los speckles
nucleares probablemente se deba a interacciones con proteinas que si presenten

dominios RS (Hedley, Amrein, and Maniatis 1995).

2. Biogénesis de los snRNPs

Los genes en los organismos eucariotas se transcriben como pre-mRNA que
contiene unas secuencias codificantes denominadas exones y unas secuencias no
codificantes denominadas intrones. En la década de 1970, se descubrié que los
intrones se eliminaban del pre-mRNA mediante un proceso denominado splicing
para dar lugar al mRNA maduro (Berget, Moore, and Sharp 1977)(Chow et al.,
1977). Debido a que la mayoria de los genes humanos contienen numerosos
intrones, el splicing es un proceso crucial en la expresiéon génica. Aunque la
reaccion quimica del splicing es simple, el proceso en si es complicado y requiere
del ensamblaje de un macrocomplejo proteico denominado spliceosoma (Lerner et
al. 1980) en varias etapas hasta producir la reaccion de transesterificacion, corte y
ligacidon de los exones, lo que conlleva un gran gasto de ATP (Berget, Moore, and

Sharp 1977).

El spliccosoma se compone de cinco subunidades ribonucleoproteicas
(RNPs) asociadas aproximadamente a unas 200 proteinas (Will and Luhrmann
2011; Jurica and Moore 2003). Para distinguirlos de otros RNPs celulares, las

subunidades spliceosomales se han denominado ribonucleoproteinas nucleares

26



pequenas (small nuclear RNP, snRNP) y se componen de cinco ARN pequenos
nucleares (snRNAs) ricos un uridinas, U1, U2, U4, U5 y U6 unidas a un anillo
formado por 7 proteinas Sm ademds de otras proteinas especificas. La biogénesis
de los snRNPs spliceosomales es un proceso que se da lugar en distintos pasos y
en distintos compartimentos celulares, ya que los snRNPs requieren procesos de
maduracion que tienen lugar en zonas diferentes a los lugares donde desarrollan
su funcion. El ensamblaje de los complejos funcionales y su envio a los destinos
finales a menudo estan regulados por una serie de complejos intermediarios

reguladores ribonucleoproteicos que afectaran a la funcion de los snRNPs.

2.1. Transcripcion y procesamiento de los snRNAs

Los snRNAs son un grupo de transcritos abundantes no codificantes y no
poliadenilados que desarrollan su funcion en el nucleoplasma. En base a su
secuencia comun, se pueden subdividir en dos clases principales: “Sm snRNAs” y
“Sm-like snRNAs”. Aunque las funciones de los snRNAs estan bien definidas, la
regulacion de su expresion todavia no esta del todo caracterizada. En metazoos, la
transcripcion y el procesamiento de los snRNAs estan acoplados por un sistema
celular que es paralelo, pero distinto de los que generan el RNA mensajero. De
hecho, los genes que codifican snRNAs comparten muchas caracteristicas con los
genes que codifican proteinas, incluyendo la posicion relativa de elementos que
controlan la transcripcion y el procesamiento del RNA (Fig. I4). Los snRNAs de
tipo Sm se transcriben por la ARN polimerasa II (RNA-Pol II) a través de
promotores que contienen en la secuencia elementos distales (DSE) similares a la
caja TATA y elementos proximales potenciadores (PSE). Los transcritos de los
genes snRNAs no se someten al proceso de splicing y no se le afiade la cola poliA
al extremo 3’. En cambio, la caja 3’ caracteristica de los snRNAs se localiza a unas
9-19 bp aguas abajo de la zona codificante, y es requerida para la correcta

formacion del extremo 3’ de los snRNAs (cap). Ademas de los factores generales
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de transcripcion (factor de inicio de la transcripcion IIA (TFIIA), TFIIB, TFIIE y
TFIIF), la iniciacion de la transcripcion de los snRNAs requiere de la unién de un
factor pentamérico denominado complejo proteico activador de snRNA (SNAPc)

(Henry et al. 1998; Hung and Stumph 2011).
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a snRNA

Stem-loop 3’ box Terminator

Processing signals
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b mRNA Tss Branch point pA  G/U-rich Terminator
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Capping~ ) T
enzymes <O

Figura I4. Comparacién de la transcripcion y procesamiento del snRNA y mRNA. Los
genes RNA pequefios nucleares (snRNA) (a) comparten distintas caracteristicas con los genes que
dan lugar a un mRNA que codifica proteinas (b). El elemento de la secuencia distal (DSE) y el
elemento de la secuencia proximal (PSE) son equivalentes a los elementos potenciadores (enhancer)
y la caja TATA, respectivamente, de los genes que dan lugar al mRNA. El promotor del snRNA
recluta el complejo pequenio de elongacion (LEC), mientras que el promotor del mRNA recluta el
supercomplejo de elongacién (SEC). La iniciacion de la transcripcion del snRNA requiere de
factores generales de transcripcion asi como del complejo proteico activador de snRNA (SNAPc).
El complejo integrator es requerido para el reconocimiento de las sefiales de procesamiento aguas
abajo, incluyendo la caja 3’. Ex: exén; pA: sefal poliadenilizacion; ss: sitio de splicing; TSS: sitio de

inicio de la transcripcion. (Imagen obtenida de (Matera and Wang 2014).)
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Los genes snRNA normalmente presentan multiples copias, por ejemplo el
genoma humano presenta cuatro copias del gen Ul snRNA y 15 copias del gen U2
snRNA (O'Reilly et al. 2013; Lindgren et al. 1985). Una caracteristica fundamental
de los genes snRNA es la necesidad del acoplamiento entre los elementos de
procesamiento del extremo 3’ y el promotor del snRNA, ya que se ha observado
que una sustitucion del promotor del gen del snRNA por un promotor de una
proteina codificante, da lugar a un fallo en la formacion del extremo 3’ del RNA

(Hernandez and Weiner 1986).

Los genes snRNA transcritos por la ARN polimerasa III (7SK y U6) también tienen
los elementos DSE y PSE, pero ademas poseen una caja TATA en la posicion -25.
Se ha observado que colocando una caja TATA en la posicion -25 en los genes
snRNA que se transcriben por la ARN polimerasa II, estos pasan a transcribirse
por la Pol III (White 2011). Al igual que ocurre con el RNA transcrito por la RNA
polimerasa II, la adicién de un residuo al extremo 5" (capping) del snRNA, asi como
el corte de su extremo 3’, se da cotranscripcionalmente. Para la maduraciéon del
extremo 3" del snRNA, se requiere de un complejo que esta formado por distintas
subunidades denominado complejo integrator (Baillat et al. 2005; Chen et al. 2012),
que reconoce la sefnal de procesamiento caja 3" y procesa el transcrito que va
saliendo de la polimerasa. Las subunidades 11 y 9 del complejo integrator tienen
secuencias similares a los factores CPSF73 y CPSF100, respectivamente, que se
encargan de la poliadenilacion del mRNA (Baillat et al. 2005). Sin embargo, mas
alla de estas dos subunidades, el complejo integrator tiene pocas similitudes con la
magquinaria que lleva a cabo el procesamiento del mRNA (Chen et al. 2012). El
heterodimero formado por la quinasa dependiente de ciclina 8 (cdk8) y ciclina C,
muestra una actividad de procesamiento del extremo 3" del snRNA y estd asociado

al complejo integrator (Baillat et al. 2005).
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2.2, Control de calidad y exporte de los snRNAs

La funcidon de los snRNPs se da lugar principalmente en el ntcleo. Sin
embargo, en la mayoria de las especies, los recién sintetizados snRNAs se
exportan en primer lugar al citoplasma donde se someten a diferentes pasos de
maduracion antes de ser reimportados de nuevo al ndcleo. Se han encontrado
algunas excepciones, como en levaduras o tripanosomatidos, en los cuales se ha
visto que el ensamblaje de los snRNPs se restringe al ntcleo (Boon et al. 2007;
Murphy, Olson, and Siliciano 2004; Tkacz et al. 2007; Jae et al. 2011; Palfi et al.
2009). La mayoria de los distintos tipos de RNA, incluyendo RNA ribosomal,
tRNA, mRNA y microRNA (miRNA) son exportados al citoplasma después de la
transcripcion y su procesamiento. Tipicamente, los ARNs contienen secuencias y/o
estructuras especificas que son determinantes para la unioén directa o indirecta del
receptor apropiado para el transporte, como ocurre para el tRNA y rRNA (Cullen
2003). Debido a que los mRNAs y los snRNAs se transcriben por la ARN
polimerasa II, comparten la estructura caracteristica del extremo 5 (cap) por lo que
se plantea el problema de como la maquinaria de exporte diferencia entre estos
dos tipos de RNAs. Un serie de estudios sugieren que esta distincion se da lugar
por el tamano del RNA y su asociacién con las proteinas C1 y C2 de los complejos
ribonucleoproteicos heterogéneos nucleares (hnRNP C1-C2) (Ohno et al. 2002;
Fuke and Ohno 2008; McCloskey et al. 2012; Masuyama et al. 2004). Los transcritos
por la RNAPII mayores de aproximadamente 250 nucleotidos se unen a los
tetrdmeros de hnRNP C1-C2 y el exporte se produce a través del factor nuclear de
exporte de ARN TAP/NXF1 (McCloskey et al. 2012). Los transcritos mds cortos son
exportados por un conjunto distinto de factores que incluyen CBP80 y CBP20, que
se unen al extremo 5" metilado (cap) y forman el complejo de union al cap (CBC) y
los factores PHAX y ARS2 (Izaurralde et al. 1994; Ohno et al. 2000; Hallais et al.

2013). Estas proteinas forman una union entre el cap del extremo 5" y el receptor de
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exporte CRM1 que interacciona con las proteinas del poro nuclear (Fornerod et al.

1997) (Fig. I5).

Varios estudios sugieren que los precursores de los transcritos de snRNAs
(pre-snRNAs) transitan por los CBs antes de salir del ntcleo. Por ejemplo, se han
encontrado los precursores de los snRNPs en los CBs de mamiferos mediante
técnicas de hibridacion in situ (Smith and Lawrence 2000), asi como la
acumulacion en estos organulos de los factores PHAX y CRM1 (Boulon et al.
2004). Ademas, otros estudios de microinyeccion en ovocitos de Xenopus laevis
indican también que los pre-snRNAs se acumulan temporalmente en los CBs,
localizacion que va disminuyendo conforme los snRNAs se van exportando al

citoplasma (Suzuki, Izumi, and Ohno 2010; Frey and Matera 2001).
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Figura I5. La maduracion de los snRNAs requiere distintos pasos citoplasmaticos y
nucleares. El complejo de pre-exporte del snRNA consiste en el complejo heterodimérico de unién
al cap (CBC), la proteina ARS2, la forma hiperfosforilada del adaptador PHAX y un conjunto de
proteinas del complejo integrator. Este complejo es remodelado en el nucleoplasma, con la
separacion de este complejo integrator y la adicion de las proteinas CRM1 y RAN GTPasa. La
remodelacion incluye un paso por los CBs que se cree funcionan como control de calidad del
snRNPs. Una vez que este complejo llega al citoplasma, los factores de exporte se disocian del pre-
snRNA antes del ensamblaje de las proteinas Sm. A continuacién la proteina TGS1 hipermetila el
extremo 5 formando el cap 2,2,7-trimetilguanosina (TMG) desencadenando en ensamblaje del
complejo de importe nuclear, el cual incluye Snuportin (SPN) y el receptor de importe importina-f3,
que interaccionan con el complejo SMN. Al entrar de nuevo en el nicleo, el complejo Sm-snRNP

pasa por los CBs para que se den lugar unos pasos de maduracion. Por ultimo, el complejo SMN se
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disocia de los snRNPs antes de ir a los speckles nucleares donde se encuentran los factores

implicados en el proceso de splicing.

2.3. Ensamblaje citoplasmatico de los snRNPs

Después de la llegada del pre-snRNA al citoplasma, se produce la
disociacion del complejo de exporte desencadenado por la desfosforilacion de
PHAX (Kitao et al. 2008). El complejo de proteinas SMN, el cual incluye la proteina
SMN mads un conjunto de proteinas asociadas que se denominan gemins, regula la
fase citoplasmatica del proceso de biosintesis de snRNPs (Meister, Buhler, et al.
2001; Pellizzoni, Yong, and Dreyfuss 2002; Massenet et al. 2002; Narayanan et al.
2002; Mouaikel et al. 2003). Este complejo proteico de SMN recluta a los recién
exportados snRNAs y hace que se unan un conjunto de 7 proteinas Sm a sitios
especificos del RNA. Estas proteinas llegan al complejo SMN a través del complejo
PRMT5 (Meister, Eggert, et al. 2001). La unioén del anillo proteico Sm no solo
estabiliza el snRNA, sino que ademas es requerido para el reimporte del complejo
riboproteico de nuevo al ntcleo. Las proteinas Sm no se unen al snRNA como un
anillo preformado, sino que estas proteinas forman complejos heterodiméricos
(SmD1-SmD2 y SmB-SmD3) y heterotriméricos (SmE-SmF-SmG). La proteina
gemin2, que se encuentra en el complejo SMN, se une directamente a 5 proteinas
Sm (SmE-SmF-SmG y SmD1-SmD2) formando una estructura en forma de
herradura que se une al RNA, estabilizado por la proteina SMN a través de su
dominio Tudor (Grimm et al. 2013). Posteriormente se une el complejo SmB-SmD3

para cerrar el anillo Sm (Zhang et al. 2011).
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2.4. Importe nuclear de los snRNPs

La formacion del anillo Sm protege y estabiliza el snRNA e inicia una serie
de pasos de procesamiento del RNA que termina en el importe al ntcleo por el
complejo SMN (Fig. I5). Como parte de sus funciones, el complejo SMN recluta la
trimetilguanosina sintasa 1 (TGS1), una RNA metiltransferasa que modifica el
extremo 5 del snRNA para formar la estructura 2,2,7-trimetilguanosina (TMG)
(Mouaikel et al. 2003). Este extremo TMG funciona como una sefial de localizacion
nuclear (Fischer and Luhrmann 1990). Antes del reimporte al ntcleo, el extremo
TMG desencadena la disociacién de TGS1 y seguidamente se une Snuportin, el
adaptador especifico de importe de snRNPs, ya que interacciona directamente con
el receptor importin-8, que junto al complejo SMN promueve la entrada del

complejo de nuevo al nicleo (Narayanan et al. 2004; Palacios et al. 1997).

El complejo SMN se disocia una vez que el snRNP entra en el ntcleo, ya que
no se ha encontrado esta proteina en la copurificacion de los snRNPs maduros
(Neubauer et al. 1998; Trinkle-Mulcahy et al. 2008; Herold et al. 2009). En la
mayoria de los distintos tipos celulares, la fraccion nuclear de SMN colocaliza
principalmente con los CBs, sin embargo y como se ha mencionado previamente,
SMN se localiza ademas en los Gems (Matera and Shpargel 2006). Los snRNPs
recién importados al ntcleo celular se acumulan temporalmente en los CBs antes
de almacenarse en los speckles nucleares. En los CBs se dan lugar los tltimos pasos
de maduracion de los snRNPs, incluyendo las modificaciones covalentes llevadas
a cabo por RNAs no codificantes que se encuentran en estos organulos, asi como la
union proteinas especificas a los snRNPs a (Jady et al. 2003; Nesic, Tanackovic,
and Kramer 2004; Schaffert et al. 2004). En los CBs, no solo se da lugar el
ensamblaje de novo, sino que se ha encontrado que también ocurre el reciclaje
postsplicing de los complejos U4-U6 di-snRNP y U4-U6-U5 tri-snRNP (Novotny et
al. 2011; Stanek and Neugebauer 2004; Stanek et al. 2003).
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2.5. U6 snRNP

El snRNA U6 tiene muchas diferencias con el resto de snRNAs. Es el tnico
snRNA que se transcribe por la RNA polimerasa III y, como resultado, no recibe el
cap 7-metil guanosina sino que se somete a una metilacion en su extremo 5' (Singh
and Reddy 1989). El recién sintetizado snRNA U6 no abandona el ntcleo de la
célula durante su maduracion pero se une a la proteina La, a través de su extremo
3', estabilizando el nuevo transcrito. Las modificaciones que se producen en el U6
snRNA estan guiadas por los snoRNPs que se encuentran en el nucléolo (Ganot et
al. 1999; Tycowski et al. 1998). Consistente con estos datos, se ha observado que el
snRNA U6 se localiza temporalmente en el nucléolo (Gerbi, Borovjagin, and Lange
2003). La proteina La es reemplazada por siete proteinas LSm (2-8), que forman un
anillo similar a las proteinas Sm. Las proteinas LSm pueden ser transportadas al
nucleo como un complejo preformado, lo que respalda atin mas el modelo nuclear
de maduracién del U6 snRNP (Zaric et al. 2005). SART3 es una proteina que
contiene dos motivos de reconocimiento a RNA, que se une directamente al U6
snRNA e interacciona a través de un dominio en su extremo carboxiterminal con
las proteinas LSm. Se ha observado que, ademads, interacciona a través de un
dominio HAT que se encuentra en el extremo aminoterminal con la proteina Prp3,
proteina especifica del complejo U4/U6 (Bell et al. 2002; Medenbach et al. 2004;
Rader and Guthrie 2002). Estas interacciones sugieren que SART3 podria

proporcionar el andamiaje para la formacién del snRNP U4/U6.

2.6. Reciclaje de los snRNPs

Durante el splicing, los snRNPs sufren una serie de reestructuraciones, en
especial los complejos U4/U6 snRNP y U4/U6-U5 snRNP. Los snRNAs U5 y U6

35



juegan un papel importante en la catdlisis del splicing, mientras que el U4 snRNA
se disocia del spliceosoma antes de su activacion (Jurica et al. 2002; Makarova et al.
2004). Por tanto, el proceso de splicing disocia el complejo U4/U6 snRNP, por lo
que U4 yU6 tienen que ser reensamblados de nuevo para formar el complejo
snRNP y poder participar en la siguiente ronda de splicing. Se ha podido observar
que SART3 y los snRNPs no se localizan en los CBs al inhibir la transcripcion y el
splicing, sugiriendo un transito a los CBs para el re-ensamblaje de los snRNPs

(Stanek et al. 2003).

3. Proteinas con dominios WW y FF

Existe una familia de proteinas que se caracterizan por la presencia de
dominios WW y FF y que han sido relacionados con los procesos de transcripcion
y splicing, ya que establecen conexiones fisicas con componentes de ambas
maquinarias. La mayoria de estas interacciones se dan lugar a través de los
dominios WW y FF, que contienen repeticiones en tandem de secuencias

especificas.

3.1. Caracteristicas de los dominios WW y FF

3.1.1. Dominios WW

Los dominios WW son motivos proteicos pequenios compuestos
aproximadamente de 40 aminodcidos que median interacciones de tipo proteina-
proteina a través del reconocimiento de secuencias peptidicas ricas en prolinas y
sitios de serina/treonina fosforilados. Se caracterizan por la presencia de dos

residuos de triptéfano altamente conservados situados entre los aminodacidos 20 y
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22. Su estructura se pliega de manera estable dando lugar a una triple hélice
antiparalela con estructura de ldmina  en ausencia de ligando (Fig. 16) (Macias,
Wiesner, and Sudol 2002). Un mismo dominio puede unirse a varias proteinas
diferentes, ya que son capaces de establecer gran variedad de interacciones, lo que
los convierte en grandes soportes de conexidn entre diferentes procesos celulares.
Estos dominios se encuentran presentes en una gran variedad de proteinas
envueltas en procesos tales como la transcripcion y el procesamiento del RNA, la
estabilidad del citoesqueleto, la estabilidad de distintas proteinas y la localizacién

proteica.

Figura I6. Dominio WW. La imagen representa la estructura secundaria de un dominio

WW. Imagen tomada de (Macias, Wiesner, and Sudol 2002).

3.1.2. Dominios FF

Los dominios FF son motivos estructurales de aproximadamente 50-60
aminodcidos, caracterizados por contener dos residuos de fenilalanina altamente
conservados situados cerca de sus extremos amino y carboxiloterminal. Se
caracterizan por establecer interacciones proteina-proteina en ligandos con
secuencias preferentemente fosforiladas. Estos dominios forman una estructura

compuesta por tres hélices a, dispuestas ortogonalmente y una hélice 3w entre la
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segunda y la tercera hélice a (Fig. I7). Aunque se han definido tradicionalmente
como dominios de interaccion con las formas fosforiladas del CTD de la RNAPII
(Allen et al. 2002; Morris and Greenleaf 2000), los dominios FF son capaces de
interaccionar con multiples factores tanto de transcripcion como de splicing (Gasch

et al. 2006; Smith, Kulkarni, and Pawson 2004).

Figura I7. Dominio FF. La imagen representa la estructura de un dominio FF de la proteina PRPF40A.

Imagen tomada de (Allen et al. 2002).

Ademads de las proteinas implicadas en procesos del metabolismo del RNA,
existen otras proteinas que presentan estos dominios altamente conservados,
citoplasmaticas: la familia de proteinas p190 de las Rho/GTPasas, de localizacion
citoplasmatica e implicadas en la regulacion de las vias de sefializacién del
citoesqueleto (Bedford and Leder 1999). Las proteinas de la familia RhoGAP no
presentan dominios WW que acompanen a los dominios FF, presentando un
dominio GTPasa seguido de cuatro dominios FF dispuestos en tdndem, y un

dominio catalitico RhoGAP en la parte carboxiloterminal (Burbelo et al. 1995).
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3.2. PRPF40A

La proteina PRPF40A, también conocida como FBP11 o HYPA, es una
proteina de 957 aminodcidos cuya estructura contiene dos dominios WW en su
region amino-terminal y seis dominios FF en su extremo carboxilo-terminal (Fig
I8). PRP40A ha sido localizada en los speckles nucleares y se ha publicado que
inhibe a la proteina NWASP, implicada en la reorganizacion del citoesqueleto
(Mizutani, Suetsugu, and Takenawa 2004). Ademads, se ha observado una unién
con los factores de splicing SF1, U2AF%, proteinas de la particula U2 snRNP,
algunos hnRNPs y factores remodeladores de la cromatina, entre otros. Por tanto,
PRPF40A se relaciona con el procesamiento del mRNA (Lin, Lu, and Tarn 2004).
Ademads, una caracterizacion estructural de los dominios FF revelaron que
PRPF40A podria reconocer la secuencia fosforilada del CTD de la RNAPII (Allen
et al. 2002)

3.3. PRPF40B

La proteina PRPF40B, también conocida como HYPC, es una proteina de 871
aminodcidos que contiene dos dominios WW en su extremo aminoterminal y seis
dominios FF en su extremo carboxiloterminal (Fig. I8). PRPF40B colocaliza con
SRSF2 en los speckles nucleares, siendo el dominio FF4 suficiente para la
localizacion de esta proteina en esta regién nuclear. Asimismo, se ha observado
que PRPF40B se asocia a los factores de splicing SF1 y U2AF® tanto in vitro como in
vivo de una forma dependiente de la integridad del RNA. También se ha
observado que PRPF40B es capaz de modular el splicing alternativo de genes
implicados en apoptosis (Becerra et al. 2015). PRPF40B se ha relacionado con el

sindrome mielodisplasico (MDS), un conjunto de desérdenes hematoldgicos con
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una produccion desregulada de globulos rojos y que muestra una predisposicion a

la leucemia mieloide aguda (AML) (Yoshida et al. 2011).
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wa @ OO 000 000

Figura I8. Estructura de las proteinas PRPF40A, PRPF40B y TCERGI1. Representacion
esquematica de las estructuras de las proteinas que se caracterizan por la presencia de dominios
WW y FF. PRPF40A y PRPF40B contienen dos dominios WW y seis dominios FF. TCERGI contiene

tres dominios WW y seis dominios FF.

3.4. TCERGI, factor regulador de la elongacion

transcripcional (Transcription Elongation Regulator 1)

TCERG], previamente conocido como CA150, es una proteina de 1098
aminodcidos con tres dominios WW en su extremo aminoterminal y seis dominios
FF en su extremo carboxiloterminal (Fig. I8). Fue aislado por primera vez de
extractos nucleares de células HeLa, identificindose como una proteina capaz de
regular la transcripcion del virus de la inmunodeficiencia humana (HIV-1)

mediada por el trans-activador viral Tat (Sufié et al. 1997).

En su parte aminoterminal, ademds de los tres dominios WW, TCERG1
contiene una secuencia rica en residuos de prolina (P), una secuencia rica en
residuos de alanina y glutamina (QA) y una secuencia rica en residuos de serina,

treonina y prolina (STP) (Fig. 19). El dominio WW1 pertenece al denominado
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grupo fosfoserina/fosfotreonina (poS/poT), y se ha descrito que interacciona con el
factor de splicing SF1 (Goldstrohm et al. 2001; Goldstrohm, Greenleaf, and Garcia-
Blanco 2001). El dominio WW2 se engloba dentro del grupo denominado L o poli-
P, e interviene en el reconocimiento en factores de splicing ricos en prolina, como
SF1, U2 snRNP y U2AF (Goldstrohm et al. 2001; Lin, Lu, and Tarn 2004). En
cuanto al dominio WW3, se ha descrito que para su correcto plegamiento es
necesaria la region a-hélice situada delante del dominio (Fidan et al. 2011) y se ha
observado que existe una interaccion de este dominio con el factor de splicing
U2AF% (Sanchez-Alvarez et al. 2006). La secuencia QA estd formada por 38
repeticiones de glutamina y alanina (QAQV(QA)2QVQAQVQAQV(QA)2) (Suné et
al. 1997), siendo susceptible de sufrir expansiones del hexamero de nucle6tidos
CAGGCC. De hecho, se ha descrito una correlacion entre la longitud y la secuencia
de las repeticiones de QAs de TCERGI y la edad a la que se empiezan a manifestar

los sintomas de la enfermedad de Huntington (Holbert et al. 2001).

En la region carboxiloterminal y ademds de los seis dominios FF,
encontramos una secuencia de cremallera de leucinas (LZ, leucine zipper) que
solapa de forma parcial con el dominio FF6, una secuencia de poliprolinas
semejante a la descrita anteriormente y una secuencia reguladora tipo PEST
(secuencia peptidica rica en residuos de prolina (P), acido glutdmico (E), serina (5),
y treonina (T)) (Fig. I9). Los dominios FF son los responsables de la localizacion de
TCERGL1 en los speckles nucleares. En los estudios iniciales, se observo que la
ausencia de los tres ultimos dominios FF (FF4 al FF6) generaba una proteina
truncada que mostraba un patron difuso por todo el nucleoplasma (Sanchez-
Alvarez et al. 2006). Anélisis posteriores determinaron que los dominios FF4 y FF5
eran los responsables de la acumulacién de TCERGI en la periferia de los speckles
nucleares. La inclusién de los dominios FF4 y FF5 a una proteina heterdloga la

localizaba especificamente a esta region nuclear (Sanchez-Hernandez et al. 2012).
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Figura I9. Estructura de TCERG1. Representacidon esquematica de la estructura de TCERGI.
PP: secuencia rica en prolinas; WW: dominios con dos residuos altamente conservados de
triptéfano; QA: secuencia rica en residuos de glutamina y alanina; STP: regién rica en residuos de
serina, treonina y prolina; NLS: sefial de localizaciéon nuclear; FF: dominio con dos fenilalaninas
altamente conservadas; LZ: secuencia de cremallera de leucinas; PP-PEST, secuencia peptidica rica

en residuos de prolina, acido glutdmico, serina y treonina.

3.4.1. Implicacion de TCERGI1 en el proceso de transcripcion y splicing

TCERG1 coinmunoprecipita en extractos nucleares con la RNAPII e
interacciona in vitro con su CTD hiperfosforilado a través de los dominios FF de la
proteina (Sufié et al. 1997; Goldstrohm et al. 2001). Ademads, TCERGI se asocia a
componentes del complejo PTEFb (ciclina T1 y quinasa CDKD9) y a los factores
TFIIH y Tat-SF1 (Tat specific factor 1) (Smith, Kulkarni, and Pawson 2004; Sanchez-
Alvarez et al. 2006), y se localiza a lo largo de las regiones codificantes de genes
(Montes, Cloutier, et al. 2012). Todos estos datos apuntan a un papel de TCERGI1
durante la elongacion transcripcional del mRNA (Suné et al. 1997)(Suné and
Garcia-Blanco 1999). Apoyando esta hipotesis, TCERG1 afecta la capacidad
transcripcional del factor CEBPA (CCAAT/enhancer-binding protein alpha) (McFie et
al., 2006) y del factor implicado en determinacion (fate) celular DACHI1
(Dachshund Homolog 1) (Zhou et al., 2010).

TCERGI1 también interacciona con numerosos factores de la maquinaria de
splicing. Asi, se ha descrito la asociacion de los dominios WW con SF1, U2AF® y
proteinas del U2 snRNP (Goldstrohm et al. 2001; Sanchez-Alvarez et al. 2006) y la

asociacion de los dominios FF con Tat-SF1 y proteinas SR (Jablonski et al. 2010).
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Funcionalmente, TCERG1 modula el splicing alternativo de varios minigenes
reporteros (Lin et al, 2004; Cheng et al., 2007; Pearson et al., 2008; Sanchez-Alvarez
et al.,, 2010; Montes et al., 2012) y de numerosos genes enddgenos (Pearson et al.,
2008; Munoz-Cobo et al., 2017). En un importante trabajo del laboratorio, se
demostré que TCERGI regula el splicing alternativo del gen BCL2L1 modulando la
procesividad de la RNAPII (Montes et al., 2012) de una forma dependiente de los
dominios FF4 y FF5 (Sanchez-Hernandez et al. 2012).

Basado en estos datos, se ha propuesto que TCERG1 acopla la RNAPII
elongante con los complejos del spliceosoma para regular eventos
cotranscripcionales de splicing (Goldstrohm et al. 2001; Montes, Becerra, et al.

2012).

3.4.1. Localizacion de TCERGI1 en los speckles nucleares

Consistente con el papel en el procesamiento del pre-mRNA, TCERGI
colocaliza con los speckles nucleares. Al analizar la distribucién espacial de
TCERGTI dentro de estos dominios, se observd que esta proteina se distribuye a lo
largo de su periferia de los speckles, coincidiendo con los sitios activos de
transcripcion de los mismos (Fig. 110-A) (Sanchez-Alvarez et al., 2006). Como se ha
mencionado, los dominios FF4 y FF5, que comprenden los aminoacidos 878 a 1021,
son esenciales para su acumulacion en los speckles nucleares (Sanchez-Herndndez
et al. 2012). En este mismo estudio se comprob6 que el cambio de los residuos
altamente conservados de fenilalanina en posiciones 903 y 961 por alaninas en esos
dominios generan una proteina mutante (TCERGI1(F903A/F961A)) con una
distribucion difusa en el nucleoplasma celular, sin acumulacién evidente en los

speckles nucleares (Fig. I10-B) (Sanchez-Hernandez et al. 2012).
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Figura I10. Analisis mediante microscopia confocal de la localizacién subnuclear de
TCERG1 y TCERG1(F903A/F961A). A. Colocalizacion de TCERG1 en los speckles nucleares.
Imagenes de TCERG1 (verde), SRSF2 (5C35) (rojo) y la superposiciéon y colocalizacion de ambas.
Imagen obtenida de (Sanchez-Alvarez et al. 2006) B. La proteina mutada TCERG1(F903A/F961A)
tiene una distribucién difusa por el nucleoplasma. Se muestran imagenes de TCERGI1 (verde),
SRSE2 (SC35) (rojo) y la superposicion de ambas Imagen obtenida de (Sdnchez-Herndndez et al.
2012).

3.4.2. Interaccion de TCERG1 con NOLC1

Previo al inicio de esta tesis doctoral se realizaron ensayos de pull down con
los dominios FF4/FF5 WT y los mismos motivos conteniendo las mutaciones en los
residuos de las fenilalaninas 903 y 961 con el fin de identificar proteinas que
pudiesen aportar informacion acerca del mecanismo de localizacién de esta
proteina en los speckles nucleares. Los resultados de los experimentos de pull down
identificaron la asociacion de la proteina nucleolar NOLC1 con los dominios

FF4/FF5 de TCERGTI; esta asociacion no tenia lugar con los dominios mutados (Fig.

I11) (Sanchez-Hernandez 2013).
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Figura I11. Ensayos de pull down usando los dominios FF4/FF5 WT y sin mutar.. Los
percipitados se analizaron por SDS-PAGE vy tincion de plata. El analisis de estos geles revel? la
presencia de una proteina de aproximadamente 83 kDa asociada de forma especifica a los
dominios FF4/FF5 WT (GST-FF4/FF5) y no a los dominios mutados (GST-FF4/FF5-F903A/F961A).
La banda se identificé por espectrometria de masas como Nopp140/NOLCI. Imagen obtenida de la

tesis doctoral de Noemi Sanchez Hernandez (Sanchez-Hernandez 2013).
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Objetivos
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Los objetivos de esta tesis doctoral son:

1. Estudio de la asociacion entre TCERG1 y NOLCI. Identificacién de la

region de interaccion en TCERGL.
2. Estudio de la asociacion entre TCERG1 y los CBs.
a. Estudio de la localizacion de TCERGI en los CBs.

b. Estudio del efecto de la inhibicion de TCERG1 en los CBs y otros

cuerpos nucleares.

c. Estudio del efecto de una expresion saturante de TCERG1 en los CBs

y otros cuerpos nucleares.

d. Estudio del efecto de NOLC1 y coilina en la localizacién de TCERG1,

en los CBs y en otros cuerpos nucleares.
3. Estudio del papel de TCERGI en la biogénesis de los snRNPs.

a. Estudio de la formacion de los snRNPs al alterar la expresion de

TCERGI.

b. Estudio de la asociacion de TCERG1 con factores implicados en la

biogénesis de los snRNPs.
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Material y meétodos
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1. Plasmidos

Los plasmidos de expresion eucariota que se mencionan a continuacion han
sido descritos en trabajos anteriores del grupo: pEFBOST7-TCERG1 (Suné and
Garcia-Blanco  1999); pEFBOS-EGFP 'y pEFBOS/EGFP/T7-TCERG1[1-1098]
(Sénchez-Alvarez et al. 2010); los mutantes de pEFBOS/ECFP/T7-TCERG1 y
pEFBOST7-TCERG1 (Sanchez-Herndndez et al. 2012; Sanchez-Herndndez 2013);
pcDNA3-EGFP (Addgene) y pcDNA3/EGFP/TCERG1(1-1098) (Mutioz-Cobo et al.
2017); pEFBOS/GFP/T7-SF1 (Becerra et al. 2015). El vector de expresion eucariota
pEFBOST7-NOLC1 fue obtenido por métodos de PCR convencional utilizando la
pareja de oligonucledtidos Nolc1T7FwXbal y Nolc1T7RvBstBI con las dianas Xbal
y BstBI. Los vectores de expresion bacteriana pGEX2TK-FF4/FF5 and pGEX2TK-
FF4/FF5-F903A/F961A han sido también descritos previamente (Sanchez-
Hernandez 2013).

Para la generacion de las lineas HEK293T establemente silenciadas mediante
la tecnologia CRISPR/Cas9, se utilizaron los plasmidos KN21792G1 para la
transfeccion de la gRNAI, KN21792G2 para la transfeccion de la gRNAZ2,
GE100003 para la transfeccion de la guia control con una secuencia al azar que no
reconoce ningin gen conocido y el plasmido KN21792D como donador de

resistencia a la puromicina para la seleccion de los clones (Origene).

2. Cultivos celulares y transfecciones

2.1. Cultivos celulares

Todas las lineas celulares que se detallan a continuacion se cultivaron en
condiciones estandares idénticas: 37°C en atmdsfera de CO: del 5% y humedad del

95%.
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Las células HEK293T y las células HeLa se cultivaron en medio de cultivo
DMEM (Dulbecco’s modified Eagle Medium, Gibco) con una concentracion de 4,5
g/L de glucosa, suplementado con suero bovino fetal (Gibco) al 10%,
penicilina/estreptomicina (100 U y 0.1 mg/ml, respectivamente) (Gibco) y 4 mM L-
glutamina (Gibco). Las lineas celulares de HEK293T establemente silenciadas
obtenidas mediante la tecnologia CRISPR/Cas9 (1AC4 y 2AC2), asi como la linea
control (Scramble), se cultivaron con el medio descrito anteriormente adicionando

1,5 pug/ml de puromicina.

La linea celular de neuroblastoma SH-SY5Y se cultivé en medio DMEM con
una concentracion de 4,5 g/L de glucosa, suero fetal bovino al 10% (v/v) y
penicilina/estreptomicina (100 U y 0,1 mg/ml, respectivamente). Para su cultivo se
utilizaron placas revestidas con coldgeno (BD biosciences). Para ello, se diluy¢ el
colageno a una concentracion de 100 pg/ml en acido acético 0,02 N. La solucién se
afnadiod a las placas que se incubaron entre 2 y 18 h a 37 °C en atmdsfera hiimeda
con un 5% de COz. Posteriormente, se lavaron las placas dos veces con agua miliQ
autoclavada, y se dejaron secar. Las células SH-SY5Y establemente silenciadas
mediante shRNAs fueron descritas anteriormente (Mufioz-Cobo et al. 2017) y se
mantuvieron con el mismo medio de cultivo adicionando 1 pg/ml de puromicina

(Invitrogen) como antibiotico de seleccion.

Las lineas celulares HAP1 (Horizon Discovery) se mantuvieron en medio de
cultivo IMDM (Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium, Gibco) suplementado con un
10% de suero bovino fetal y penicilina/estreptomicina (100 U y 0,1 mg/ml,

respectivamente).

La linea celular U20S GFP-SmB fue cedida por el Dr. Angus I. Lamond
(Centre for Gene Regulation and Expression - School of Life Sciences, University of
Dundee, Dundee, Scotland) y mantenidas en medio de cultivo DMEM con una

concentracion de 4,5 g/L de glucosa, suplementado con suero bovino fetal (Gibco)
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al 10%, penicilina/estreptomicina (100 U y 0.1 mg/ml, respectivamente) y con 150
mg/ml de higromicina B (Invitrogen) y 15 mg/ml de blasticidina-HCI (Gibco) como
antibioticos de seleccion. Para la induccion de la expresion de GFP-SmB en estas
células se anadieron 10 ng/ml de doxiciclina (Sigma). Las células se recogieron a

las 18 h.

2.2. Transfecciones

En los experimentos de inmunoprecipitacion usando construcciones
etiquetadas con T7 y GFP se sembraron células HEK293T en placas de 100 mm de
diametro (BD Falcon) 24 h antes de la transfeccion. Cuando las células alcanzaron
aproximadamente un 70-80% de confluencia fueron transfectadas con las
cantidades de ADN correspondientes a cada pldsmido mediante el método de
precipitacion del fosfato cdlcico [Cas(POs)2]. Brevemente, 500 ul de la solucién A
(250 mM CaClz) fueron mezclados con del ADN y posteriormente mezclados con
500 ul de la soluciéon B (50 mM HEPES, 1,5 mM NaHPO., 140 mM NaCl; pH
ajustado a 7,05) durante 2 min para ser luego anadidos al cultivo. Después de
aproximadamente 40 h de la transfeccion las células fueron recogidas y

procesadas.

En los estudios de inmunofluorescencia y experimentos de sobre-expresion
para analisis por western blot y RT-PCR se sembraron las células HEK293T o HeLa
en placas de 6 pocillos de 35 mm de didmetro (BD Falcon), directamente o sobre
cubreobjetos adecuados para microscopia confocal, aproximadamente 20 h antes
de la transfecciéon. Cuando la confluencia de las células fue del 50-60% para los
experimentos de inmunofluorescencia y del 60-70% para los experimentos de
sobre-expresion, se transfectaron con las correspondientes cantidades de
plasmidos utilizando Cas(POs)2. Las células transfectadas sobre los cubreobjetos se

recogieron a las 20 h posteriores a la transfeccion. Las células para el analisis por
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western blot y RT-PCR se suplementaron con medio fresco 24 h después de la
transfeccion y se recogieron aproximadamente a las 40 h posteriores a la

transfeccion.

En el caso de los experimentos con siRNAs en células HEK293T se sembraron
aproximadamente 9 x 10* células por pocillo de 35 mm, directamente o sobre
cubreobjetos adecuados para microscopia confocal, aproximadamente 16 h antes
de la transfeccion. Cuando las células alcanzaron aproximadamente un 30-40% de
confluencia se llevo a cabo la transfeccion de los siRNAs a una concentracion final
de 60 nM utilizando el reactivo Lipofectamine 2000 (Invitrogen) siguiendo las
indicaciones del fabricante. Las células se recogieron a las 48 h posteriores a la
transfeccion. En el caso de los experimentos usando células U20S, los siRNA (35
nM) se transfectaron utilizando el reactivo lipofectamine RNAiMAX (Invitrogen)

siguiendo las indicaciones del fabricante.

2.3. Generacion de lineas establemente silenciadas mediante
CRISPR/Cas9

Las células HEK293T fueron transfectadas con 1 pg de cada plasmido que
contiene la guia o la secuencia Scramble junto con 1 pg del plasmido donador.
Transcurridas 48 h se comprobd que la transfeccién habia funcionado mediante
andlisis por western blot utilizando el anticuerpo anti-DDK, que reconoce la enzima
Cas9 expresada (Fig. M1). Las células se mantuvieron durante 23 dias hasta que se
procedio a la seleccion mediante la adiciéon de puromicina (1 pg/mL) durante 5
dias. Para la obtencion de clones, las células se sembraron mediante dilucion
maxima (0,5 célula/pocillo) en placas de 96 pocillos y se seleccionaron a través del

analisis de la expresion de la proteina silenciada por western blot.
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Figura M1. Esquema del kit de Origene utilizado para la generacidon de lineas estables
mediante el sistema CRISPR/Cas9. En el esquema se representan los plasmidos guias (pCas-
Guide), que contienen las secuencias guias dirigidas contra el gen TCERG]I, y el plasmido donador

(pUC) que contiene la secuencia que codifica el gen de resistencia a la puromicina

3. Procedimientos de biologia celular

3.1. Inmunofluorescencia y microscopia confocal

Para los estudios de inmunofluorescencia, las células HEK293T, HelLa, HAP1
y U20S cultivadas sobre cubreobjetos en placas de 6 pocillos fueron fijadas con
paraformaldehido (PFA) (Sigma) al 3,5% en PBS 1X, 20mM HEPES (pH 7,4)
durante 45 min a 4°C. Tras tres lavados con PBS 1X, las células se permeabilizaron
con una solucion de Triton-X100/PBS 1X (Sigma) al 0,5% durante 5 min a

temperatura ambiente y se lavaron nuevamente tres veces con PBS 1X. A
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continuacion, fueron bloqueadas en una solucién de albumina de suero bovino
(BSA, Sigma) al 2,5% en PBS 1X a 4°C durante al menos 16 h. Tras dos lavados con
PBS 1X conteniendo 0,1% de BSA y un lavado con PBS 1X a temperatura ambiente,
se procedio al tratamiento con anticuerpos. Se utiliz6 una misma solucion de
incubacion y lavado para los anticuerpos primarios y secundarios (0,1% de BSA en
PBS 1X), con la dilucion correspondiente de cada anticuerpo. Los anticuerpos
primarios se incubaron durante 1 h a temperatura ambiente en condiciones de
humedad, y tras cinco lavados se procedid a incubar el anticuerpo secundario en
las mismas condiciones. Por tltimo se realizaron cinco lavados con 0,1% BSA/PBS
1X y tres lavados con PBS 1X, para posteriormente montar las preparaciones
utilizando como medio de montaje Prolong Gold Antifade DAPI (Molecular

Probes).

En el caso de los estudios de inmunofluorescencia usando células SH-SY5Y
cultivadas en cubreobjetos tratados con coldgeno, se fijaron primero con
paraformaldehido al 4% y sacarosa (Sigma) al 4% en PBS (pH 7,4) durante 20 min
a 37°C. A continuacion, estas células se permeabilizaron con metanol frio al 90%
durante 5 min y se bloquearon con 10% BSA /0,5% Triton X-100 en PBS 1X durante
1 h a temperatura ambiente. Los anticuerpos primarios se incubaron a la dilucion
adecuada en BSA/PBS 1X al 10% durante 2 h a temperatura ambiente o durante 16
h a 4°C en condiciones de humedad. Tras tres lavados con Tx-100/PBS 1X al 0,5%
durante 10 min cada uno, las células se incubaron con los anticuerpos secundarios
diluidos en la misma solucion de Tx-100/PBS 1X al 0,5% durante 2 h a temperatura
ambiente en condiciones de humedad. Por ultimo, se lavaron tres veces con
BSA/PBS 1X al 0,1% y tres veces con PBS 1X durante 10 min por lavado y se
prepararon para microscopia utilizando como medio de montaje Prolong Gold

Antifade (Molecular Probes).

Las imagenes fueron adquiridas con un microscopio confocal invertido Leica

SP5. Las imagenes se tomaron simultdneamente en los casos en que se realizaba
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un doble marcaje con EGFP o el fluorocromo Alexa 647, excitados con el laser de
helio-neén (HeNe) de 633 nm, y el fluorocromo Alexa 488, excitado con el laser de
argon a 488 nm al 20% de potencia. Para el doble marcaje con el fluorocromo
Alexa 550, excitado con el laser HeNe 543, y EGFP o el fluorocromo 647, las
imagenes se tomaron de forma secuencial. En ambos casos el espectro de deteccion
para cada canal se ajustd para evitar el paso de sefial de un canal a otro. Las
imagenes se tomaron en condiciones de no saturacion con un objetivo 63x,
resolucion 1024 x 1024 y un didmetro de ranura confocal (pinhole) de 1 um. Las
imagenes se analizaron con el software Las AF (Leica). Posteriormente las

imagenes fueron procesadas con el software Adobe Photoshop CS3 v10.0.

3.2. Sincronizacion del ciclo celular

Las células HEK293T fueron cultivadas sobre cubreobjetos en placas de 6
pocillos que se incubaron con hidroxiurea (ThermoFisher) a una concentraciéon de
0,5 mM durante 18 h para obtener una poblacion sincronizada en fase G1. La
poblacion de células sincronizadas en fase S se obtuvo incubando con hidroxiurea
a una concentracion de 0,5 mM durante 18 h y posteriormente se cambi6 el medio
por DMEM fresco durante 3 h antes de recoger las células. Los cubreobjetos se
recogieron para su analisis mediante microscopia confocal. Para los andlisis de
citometria de flujo, el resto de células del pocillo se recogieron mediante
tripsinizacion en tubos de poliestireno y se lavaron dos veces con PBS 1X
centrifugando a 500 G a 4°C. Las células fueron fijadas con etanol al 70% a 4°C
durante al menos 15 min. Tras un par de lavados con PBS 1X, las células fueron
incubadas durante 20 min a 37°C en oscuridad, en una soluciéon de PBS 1X que
contenia 100 pg/ml de RNAsa A (Roche) y 40 pug/ml de yoduro de propidio (PI)

(Sigma). Las muestras fueron analizadas por citometria de flujo usando un
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FACScalibur (BD). Los datos fueron procesados utilizando el software Flow]o

v7.6.5.

4. Manipulacion y analisis de proteinas

1.1. Purificacion de IgGs totales del suero anti-TCERG1

Fracciones de inmunoglobulinas tipo G (IgGs) totales fueron obtenidas de
sueros inmuno-reactivos contra TCERG1 mediante cromatografia de afinidad en
una columna con agarosa conjugada a proteina A (GE Healthcare Life Science). Se
preparo una columna de cromatografia “Poly-Prep” (Bio-Rad) de 1 ml de resina de
agarosa lavada previamente en 0,IM Tris-HCl pH 8, y equilibrada con 10
volimenes de este mismo tampodn. A continuacion se cargaron dos veces a una
velocidad inferior a 0,3 ml/min, 1 ml de suero anti-TCERG1 diluido un décimo en
Tris 1 M pH 8 para igualar el pH y la concentracion salina de la muestra con la
columna. La columna se lavd secuencialmente a una velocidad mayor de 0,5
ml/min con 10 ml de 0,1M Tris-HCI pH 8 y 10 ml de 0,01 M Tris-HCI pH 8,
respectivamente. Posteriormente, las IgGs se eluyeron de la columna anadiendo 3
ml de 0,1 M Glicina pH 3 a una velocidad menor de 0,3 ml/min y se recogieron en
fracciones de aproximadamente 270 uL en tubos donde previamente se habian
anadido 30 pL de 1M Tris-HCl pH 8 para neutralizar el pH acido del eluido.
Después de medir la concentracion de proteinas de las fracciones a partir de la
absorbancia a 280 nm, las fracciones con una concentraciéon de proteinas mayor a
0,3 mg/mL se juntaron y se sometieron a didlisis con dos etapas secuenciales de 2 y

16 h respectivamente usando 2 litros de PBS con azida sddica al 0,1% en cada una.
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4.1. Preparacion de extractos de proteinas

Las células fueron recogidas de la placa de cultivo y centrifugadas durante 5
min a 800 G a 4°C. El precipitado obtenido se lis6 con tampodn de lisis T7 frio
(20mM HEPES, pH 7,9, 150 mM NaCl, 5 mM EDTA, 1% Nonidet fosfato-40 (NP-
40), 1mM ditiotreitol (DTT) y 1mM fenilmetil-sulfonil-fluoruro (PMSF) e
inhibidores de proteasas (Complete, Roche) o tampdn de lisis RIPA frio (50 mM
TrisHCl pH 7,5, 1% NP-40, 0,05% dodecil sulfato sédico (SDS), 1 mM EDTA, 150
mM NaCl, 0,5 % Sodium deoxicolate, ImM DTT, ImM PMSF e inhibidores de
proteasas (Complete) durante 30 min a 4°C. Posteriormente, el lisado se centrifugo a

1600 G durante 5 min a 4°C y el sobrenadante utilizado como extracto total.

4.1. Analisis por western blot

Las muestras a analizar se diluyeron en tampoén de carga Laemli 2x (0.2%
azul de bromofenol, 10% glicerol, 0.1 M TrisHCI pH 6.8, 2% dodecil sulfato sédico
(SDS), 50 mM ditiotreitol (DTT)) y se calentaron 5 min a 99°C. Después de cargar
las muestras en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) al 10%, la electroforesis se
llevé a cabo en tampdn Laemli (25mM Tris, 192mM de glicina y 0,1% SDS) a un
voltaje continuo de 150 V. Terminada la electroforesis, las proteinas se
transfirieron a membranas de nitrocelulosa (Amersham Biosciencies) mediante un
sistema hiimedo de transferencia en una solucién que contenia 25 mM Tris, 192
mM de glicina y 20% de metanol durante 1 h a 4°C con una intensidad constante
de 200-300 mA. Las membranas se trataron con una solucion de bloqueo (5% leche
desnatada, 0,1% Tween-20, PBS 1X) durante 1h como minimo. Las incubaciones
con los distintos anticuerpos se realizaron en esta misma solucion de bloqueo,
ajustdndose las diluciones y condiciones de incubacidon para cada anticuerpo
primario. Los anticuerpos secundarios conjugados con peroxidasa (PerkinElmer

Life Science) fueron utilizados a una diluciéon 1:5000 durante 1h a temperatura
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ambiente. Los lavados de los distintos anticuerpos se realizaron con la solucion
0,1% Tween-20, PBS 1X. La reaccion de revelado se efectudé con un reactivo

comercial (Western Lightning Chemiluminiscence Reagent Plus, Perkin Elmer).

En los casos cuyo objetivo era cuantificar los niveles de expresion de
proteinas, se utilizaron anticuerpos secundarios acoplados a fluoroforos en el
rango infrarrojo cercano (IR) y su deteccion se realizd usando el sistema Odyssey

CLx. El andlisis de cuantificacion se realiz6 con el programa Image Studio.

Para los casos en los que se requirid la reutilizacion de las membranas, se
procedio a realizar un lavado extensivo en PBS-Tween (0.1% Tween-20 en PBS), 2
incubaciones de 15 min a 50°C en solucion ST (62.5mM TrisHCI pH 6.8, 2% (p/v)
SDS, 100 mM B-mercaptoetanol (Sigma)), y 6 lavados de 10 min en PBS-Tween.
Las membranas asi tratadas se bloquearon de nuevo y se incubaron con nuevos

anticuerpos de la forma en que se ha descrito previamente.

4.2. Precipitacion mediada por resina acoplada a GST

(Ensayos de pull down)

Para los ensayos de pull down, 6 ug de cada proteina de fusion fueron pre-
aclarados en rotacion en 40 pl de resina de agarosa acoplada a glutation en 800 ul
de tampdn de union de GST (20 mM Tris HCl, pH 7,9, 180 mM KCl, 0,2 mM
EDTA, 0,05% NP-40, 0,5 mM PMSF, 1 mM DTT) que contenia BSA a 1 mg/mL. A
la vez, 200 pul de extracto nuclear (NE) de células HeLa (CilBiotech) fueron
diluidos en 800 ul de buffer de unién GST y pre-aclarados en 40 ul de resina. Tras
2 h, la proteina unida a la resina fue incubada con los extractos nucleares pre-
aclarados durante 16 h en rotacién a 4°C. A continuacion y tras 5 lavados de 5 min
cada uno con tampon de lavado GST (20 mM Tris HCl, pH 7,9, 180 mM KCl, 0,2
mM EDTA, 0,1% NP-40, 0,5 mM PMSF, 1 mM DTT), se eluyeron las proteinas y los
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complejos unidos anadiendo 30 pl de tampodn de carga SDS 2X (0,2% de azul de
bromofenol, 100 mM DTT, 4% SDS, 20% glicerol y 0,1M Tris HCI, pH 6,8) durante
10 min a 99°C. Los eluidos fueron resueltos en geles de SDS-PAGE al 10% para ser

posteriormente analizados mediante tincion de plata.

4.3. Tincion de plata

Los geles a analizar se sumergieron en agitacion suave durante 30 min en
solucion de fijado (40% metanol, 10% acido acético). A continuacion, el gel fue
lavado durante 5 min en la solucion A (10% etanol, 5% 4cido acético) y
sensibilizado mediante una solucion de tiosulfato sodico (Na25:0s) al 0,01%
durante 5 min. Tras varios pasos consecutivos de lavado con la solucion A
(durante 2 min), etanol al 10% (durante 5 min) y agua destilada (durante 5 min) se
procedié a la tincion del gel con nitrato de plata (AgNO:s) al 0,1% durante 5 min en
agitacion y oscuridad. Por ultimo, el revelado del gel se realizé en dos pasos.
Primero, y durante 5 min, el gel se incub6 en una soluciéon de carbonato sddico
(Na2COs) al 10%. En segundo lugar, el gel se sumergié en una solucion de Na2CO:s
al 2% y formaldehido al 0,01% durante 20 s. Transcurrido este tiempo se realizd un
breve lavado con agua destilada y se volvid a afiadir la misma solucién hasta la

aparicion de bandas. La tincién se detuvo realizando lavados sucesivos con agua

destilada.
4.4. Ensayos de inmunoprecipitacion
4.4.1. Inmunoprecipitacion de proteinas endogenas

Para los ensayos de inmunoprecipitacion se sembraron 2 x 10° células en

placas de 100 mm de diametro (Falcon). Después de aproximadamente 40 h las

63



células fueron lisadas en 500 pl de tampon de lisis RIPA o tampon T7 frio. Tras
eliminar los restos celulares por centrifugacion se mezclé un décimo de cada
muestra con tampon Laemli 2x y se guard6 convenientemente para su analisis por
western blot como muestra del extracto celular total (Input). O bien, se usaron 50 ul
de extractos nucleares (NE) de células HeLa (CilBiotech) para por ensayo que se
diluyeron en tampdn de lisis RIPA o T7 frio. 40 ul de una mezcla de resina de
Proteina A + G (Millipore) se incubaron con las muestras durante 1 h en rotacion a
4°C. La resina se elimin6 mediante centrifugacion y las muestras se incubaron con
los anticuerpos correspondientes y con IgGs de ratén, de conejo o de cobaya, como
controles negativos de la inmunoprecipitacion, durante toda la noche en rotacion a
4°C. Al dia siguiente, las muestras se incubaron con 50 ul de una mezcla de resina
de Proteina A + G durante 2 h a 4°C en rotacion. Después de 5 lavados con el
tampodn de lisis utilizado anteriormente, las muestras se eluyeron afiadiendo 50 pl
de tampdn Laemli 2X e incubando durante 5 min a 99 °C en agitacion (1050 rpm)

para su posterior analisis mediante western blot.

4.4.2. Inmunoprecipitacion de proteinas expresadas transitoriamente con

el epitopo T7.

Para cada ensayo se sembraron 2 x 10° de células HEK293T en placas de 100
mm de didmetro (BD Falcon). Al dia siguiente y cuando la confluencia alcanzaba
el 90%, las células se transfectaron con la cantidad correspondiente de cada
plasmido. Aproximadamente 40 h después de la transfeccion las células fueron
recogidas en 2 ml de PBS 1X frio (4°C) y lisadas en 500 ul de tampdn de lisis RIPA
o T7 frio. Tras eliminar los restos celulares por centrifugacién se mezclé un décimo
de cada muestra con tampon Laemli 2x y se guard6 convenientemente para su
andlisis por western blot como muestra del extracto celular total (whole cellular

extract, WCE). Para el tratamiento con RN Asa, los lisados celulares se trataron con
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0,1 mg/ml de RNAsa A (Roche) durante 1 h a 4°C en rotacion antes de la
incubacion con la agarosa. Los lisados fueron diluidos hasta 1 mL con el buffer de
lisis correspondiente, e incubados durante 4-6 h a 4°C en rotacion con 50 ul de
agarosa covalentemente unida a un anticuerpo monoclonal anti-T7 (Novagen).
Tras 5 lavados con el tampon correspondiente, la resina se incub6 durante 5 min a
99°C en agitacion y se centrifug6 durante 1 min a maxima velocidad a temperatura

ambiente. El sobrenadante se analizé mediante SDS-PAGE al 10% y western blot.

4.4.3. Inmunoprecipitacion de proteinas expresadas transitoriamente con

epitopos diferentes a T7.

Se sembraron 2 x 10° células HEK293T en placas de 100 mm de didmetro. Cuando
la confluencia alcanzad el 90%, se transfectd la cantidad correspondiente de cada
plasmido y a las 40 h post-transfeccion, las células se recogieron en 2 mL de PBS
1X frio y se lisaron en 500 ul de tampodn de lisis T7 o RIPA frio. Se guardd un
décimo de cada muestra (WCE) con tampon Laemli 2X para su posterior analisis
mediante western blot. Los lisados fueron diluidos hasta 1 mL en el
correspondiente tampon de lisis e incubados durante 1 h a 4°C en rotacion con 40
pul de una mezcla de resina de Proteina A + G, previamente lavada. A
continuacién, se desechd esta resina y el sobrenadante se incubd con los
anticuerpos correspondientes durante toda la noche a 4°C en rotacidon. Al dia
siguiente, la muestra se incub6 con 50 pl de una mezcla de resina de agarosa de
proteina A + G, previamente lavada durante 2 h a 4°C en rotacion. Tras 5 lavados
con el tampdn correspondiente, la resina de agarosa se incubd durante 5 min a
99°C en agitacion y se centrifugd durante 1 min a maxima velocidad a temperatura

ambiente. El sobrenadante se analizéd mediante SDS-PAGE al 10% y western blot.
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4.4.4. Inmunoprecipitacion de RNA (RIP)

Células HEK293T y HAP1 fueron sembradas en placas de 100 mm de
didmetro y recogidas al alcanzar el 100% de confluencia con su propio medio de
cultivo. Se fijaron con formaldehido (Sigma) al 1% durante 10 min a temperatura
ambiente en agitacion y posteriormente se glicina al 0,125 M durante 5 min a
temperatura ambiente en agitacion para detener el entrecruzamiento. Las células
se centrifugaron, se lavaron con PBS 1X frio y se lisaron con 1 ml de tampdn RIPA
durante 30 min a 4°C. A continuacion se sonicaron 3 veces durante 20 s en hielo
(vibra-cell, Sonics materials) y se centrifugo a velocidad maxima durante 10 min a
4°C. Una fraccion del sobrenadante se conservo para la extraccion de RNA vy la
extraccion de proteina como input. El resto del sobrenadante se incub6 con 40 pl
de una mezcla de resina de Proteina A + G conteniendo 100 pg/ml de tRNA
durante 2 h a 4°C en rotacion. La resina se elimind por centrifugacion y el
sobrenadante se incub6 con anticuerpos especificos y anti-IgGs a 4°C en rotacion
toda la noche. A continuacion, la muestra se incubd con 50 ul de la resina de
agarosa de la mezcla de Proteina A + G durante 2 h a 4°C en rotacion. La resina fue
lavada seis veces con tampon RIPA durante 10 min a 4°C (por lavado) en rotacion
y posteriormente se resuspendieron en 100 pl de tampon 50 mM TrisHCl pH 7.0, 5
mM EDTA, 10 mM DTT, 1% SDS, y se incubaron a 70°C durante 45 min. La
muestra se dividid en dos partes, una para la extraccion del RNA con peqGOLD
Trifast segin las indicaciones del fabricante y la otra se mezclé con Laemli 5X para

su posterior andlisis mediante western blot.
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5. Procedimientos de biologia molecular

5.1. Extraccion de RNA y analisis por RT-qPCR

El RNA total se extrajo con peqGOLD Trifast (peQlab) segtin las indicaciones
del fabricante y se digirio con ADNasa (Invitrogen) siguiendo las indicaciones de
la casa comercial. A continuacion, 1 pg de RNA se retro-transcribi¢ utilizando
qScript cDNA Supermix (Quanta Bioscience) siguiendo las indicaciones del
fabricante, que contenia una mezcla de oligo (dT), random primers y la retro-
transcriptasa gScript. El producto de la reaccidén resultante se diluyd cinco veces
para su analisis. La cuantificacion por PCR a tiempo real (qQPCR), se llevé a cabo
utilizando iQ SYBR Green Supermix (Bio-Rad) en la estacion iCycler termal cycler
station (Bio-Rad) con oligonucleotidos especificos. Como control interno de cada
experimento se midieron los niveles de gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
(GAPDH) utilizando los oligonucleétidos GAPDH-Fw/GAPDH-Rv. Los
experimentos se realizaron tres veces como minimo. Los valores estan

representados como:
(E ”gen problema”)ACT (“gen problema")/(E GAPDH)ACT(GAPDH)

Donde E = eficiencia de la PCR y ACT = CT muestra control - CT muestra

problema.

6. Analisis estadistico
Para el analisis estadistico utlizado en esta tesis, se usaron los programas

Prism 5.0 software (GraphPad) y Microsoft Office Excel. Se aplico el test t-Student

para comparar las medias entre muestras. Los valores P estadisticamente
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significativos se representan en las graficas mediante asteriscos (*, P <0,05; **, P <

0,01; ***, P <0,005).

7. Anticuerpos y oligonucleotidos

7.1.

Anticuerpo

«TCERG1

a«TCERG1

aCoilin (F7)

aNOLC1

«aCDK9

aT7

aSm (Y12)

aSMN

Anticuerpos

Especie

Conejo

Cobaya

Ratén

Conejo

Conejo

Conejo

Conejo

Raton

Origen

Suero (Suné and Garcia-
Blanco 1999)

IgG purificado
Santa Cruz Biotechnology

(sc-55594)

Abcam (ab106324)

Santa Cruz Biotechnology
(sc-484)
Bethyl Laboratories

(#A190-116A)

Thermo (#MS-450)

Santa Cruz Biotechnology

(sc-32313)
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Dilucion

IF 1:1000

WB 1:60000

WB 1:10000

WB 1:1000

IF 1:250

WB 1:1000

IF 1:500

WB 1:2000

WB 1:20000

IF 1:1000

WB 1:1000

IF 1:200

WB 1:500

IF 1:200



Anticuerpo

aGFP

aGAPDH

aSRSF2

alLsm11

aDDK

aTMG

aNucleolin

aCRM1

aCBP80

alntll

algGRabbit-
HRP

algGMouse-
HRP

algGGuineaPig-

HRP

Especie

Ratén

Raton

Ratén

Conejo

Raton

Ratén

Conejo

Conejo

Conejo

Conejo

Cabra

Cabra

Cabra

Origen
Roche (11 814 460 001)

Santa Cruz Biotechnology

(sc-365062)
Sigma (54045)

Cedido por el Dr. Joseph
G. Gall (CRNAegie
Institution for Science,
Baltimore, MD)

Origene (TA50011-100)

Merk Millipore
(MABE302)

Abcam (ab22758)

Santa Cruz Biotechnology
(sc-5596)

Santa Cruz Biotechnology
(sc-48803)

Cedido por el Dr. Edouard
Bertrand (IGMM-CNRS,

Montpellier, Francia)

Perkin Elmer Life Science

(#NEF812001EA)

Perkin Elmer Life Science

(#NEF822001EA)

Jackson ImmunoResearch
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Dilucion

WB 1:5000

WB 1:2000

IF 1:4000

IF 1:1000

WB 1:2000

IF 1:500

IF 1:2000

WB 1:1000

WB 1:1000

WB 1:1000

WB 1:5000

WB 1:5000

WB 1:5000



Anticuerpo Especie
algGRabbit-

Cabra
Alexa488
algGMouse-

Cabra
Alexa647
algGRabbit-

Cabra
Alexa550
algGMouse-

Cabra
800CW IRDye
algGRabbit-

Cabra
800CW IRDye

WB: Western blot

IF: Inmunofluorescencia

7.2.

Origen
106-035-003

Molecular Probes (#A-
11008)

Molecular Probes (#A-
21235)

Bethyl Laboratories
(A120-201D3)
LI-COR

(925-32210)

LI-COR

(925-32211)

Oligonucleotidos

Clonaje NOLC1

Nombre oligonucledtido

Nolc1T7FwXbal

Nolc1T7RvBstBI

Secuencia 5' - 3'

Dilucion

IF 1:500

IF 1:500

IF 1:500

WB 1:5000

WB 1:5000

GGGTCTAGAATGGCGGACGCC

GGGTTCGAATCACTCGCTGTCAAACTT
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qPCR

Nombre oligonucledtido

GAPDH Fw

GAPDH Rv

UlsnRNA Fw

U1lsnRNA Rv

U2snRNA Fw

U2snRNA Rv

U4snRNA Fw

U4snRNA Rv

U5snRNA Fw

U5snRNA Rv

U6snRNA Fw

U6snRNA Rv

Ul-pre Fw

Ul-pre Rv

U2-pre Fw

U2-pre Rv

Secuencia 5' - 3'

GATGGGGAAGGTGAAGGTCG

GGGTCATTGATGGCAACAATATC

GATACCATGATCACGAAGGTGGTT

CACAAATTATGCAGTCGAGTTTCC

TTTGGCTAAGATCAAGTGTAGTATCTGTTC

AATCCATTTAATATATTGTCCTCGGATAGA

GCGCGATTATTGCTAATTGAAA

AAAAATTGCCAATGCCGACTA

GGTTTCTCTTCAGATCGCATAAATC

CTCAAAAAATTGGGTTAAGACTCAGA

GCTTCGGCAGCACATATACTAAAAT

ACGAATTTGCGTGTCATCCTT

ACTGCGTTCGCGCTTTCCC

GCAGGCGACATGTTACTTCC

AACATAGGTACACGTGTGCCACGG

ACAAATAGCCAACGCATGCGGGGC
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Nombre oligonucledtido

Coilin Fw

Coilin Rv

siRNA

Nombre

siGFP

SiTCERG1

siControl

siNOLC1

siCoilin

gRNA CRISPR

Nombre

gRNA 1 (KN21792G1)

gRNA 2 (KN217192G2)

Secuencia 5' - 3!

CTTGAGAGAACCTGGGAAATTTG

GTCTTGGGTCAATCAACTCTTTCC

Secuencia 5' - 3!

CUACAACAGCCACAACGUC

GGAGUUGCACAAGAUAGUU

CAGUCGCGUUUGCGACUGG

AAAUUGAGGUGGAUUCACGAGUU

GAGAGAACCUGGGAAAUUU

Secuencia 5' - 3'

GAGTGAACGATTCAACCCGG

TCTCGTGAGCAGAGATGTGA
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Resultados
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1. TCERGTI interacciona con la fosfoproteina nucleolar
NOLC1

1.1. Identificacion de la secuencia necesaria para la
interaccion entre TCERG1 y NOLC1

Como se ha descrito en la Introduccion, la proteina TCERG1 se localiza en la
periferia de los speckles nucleares, y se caracteriza por tener 6 repeticiones en
tandem de dominios FF. Estudios anteriores de nuestro laboratorio identificaron
que en los dominios FF4 y FF5 se encontraba la region necesaria para que se diera
lugar esta localizacién. En este mismo estudio, se demostré que los residuos
altamente conservados de fenilalaninas 903 y 961 eran requeridos para la

localizacion de la proteina TCERGI a la periferia de los speckles nucleares.

Basandonos en estos datos, y con el fin de identificar proteinas de unioén a los
dominios FF4/FF5 que mediaran la localizacion de TCERG1 a los speckles, se
generaron construcciones que contenian los dominios FF4/FF5 de TCERGI y estos
dominios con la doble mutacion FO03A/F961A, fusionados a la proteina GST (GST-
FF4/FF5 y GST-FF4/FF5-FO03A/F961A, respectivamente) para realizar ensayos de
pull down. En estos ensayos, se identificd6 una banda asociada a los dominios
FF4/FF5 que estaba ausente en las muestras que usaban como cebo la doble
mutaciéon F903A/F961A. Dicha banda se aislo de geles y se analiz6 mediante
espectrometria de masas (MALDI TOF-TOF) en la Unidad de Protedmica del
Centro Nacional de Biotecnologia (CSIC). El andlisis de las masas obtenidas
identifico a la fosfoproteina NOLC1 (Nopp140) en las muestras procedentes del
pull-down con GST-FF4/FF5. La identidad de la proteina NOLC1 se comprobd en
las muestras originales usadas en el pull-down mediante western blot (WB) y

anticuerpos especificos (Sanchez-Hernandez 2013). Para confirmar estos
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resultados e iniciando esta tesis doctoral, se repitieron de nuevo los ensayos de
pull-down y las muestras resultantes se analizaron en la Unidad de Protedmica del
IPBLN-CSIC. El andlisis de las masas obtenidas, en tres experimentos
independientes, identific6 de nuevo a la fosfoproteina NOLC1 (Nopp140) en las

muestras procedentes del pull-down con GST-FF4/FFb5.

Para confirmar la interaccion entre TCERG1 y NOLCI se realizaron
experimentos de inmunoprecipitacion en células utilizando distintas
construcciones de TCERGI acopladas al epitopo T7 (Figura R1-A). La transfeccion
de la construccion pEFBOST7-TCERG1 (WT) en células HEK293T y el andlisis de
los inmunoprecipitados, obtenidos mediante el uso de anticuerpos anti-T7,
demostro la presencia de NOLC1 en los mismos (Figura R1-B, TCERG1). Con el fin
de comprobar que la interaccion con NOLC1 era mediada por los dominios
FF4/FF5, se utilizd una construccion que contenia el extremo amino terminal de
TCERGI] fusionado a los dominios FF4 y FF5 (Figura R1-A, Nt-FF4/FF5), y otra
construccidon que contenia la secuencia de TCERG1 completa excepto los dominios
FF4 y FF5 (Figura R1-A, TCERGI1-AFF4/AFF5). El andlisis de los
inmunoprecipitados  obtenidos al transfectar transitoriamente dichas
construcciones reveld que NOLC1 se asociaba a TCERGI1 en presencia de los
dominios FF4/FF5 (Figura R1-B, ver los carriles sefialados como Nt-FF4/FF5 y
TCERG1-AFF4/AFF5). Como control positivo, utilizamos el anticuerpo especifico
para la quinasa CDKO9, cuya interacciéon con TCERG1 ha sido descrita previamente

(Sanchez-Alvarez et al. 2006).
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TCERG1 WT

o $ 80-0000080

Nt-FF4/FF5

o 0 08-00

TCERG1-AFFA/AFFS

WC IP aT?7

Fig R1. Los dominios FF4 y FF5 de TCERGI1 son necesarios para la asociacion entre TCERG1 y
NOLC1. A. Representacion esquematica de las construcciones de TCERGI utilizadas en el ensayo
de inmunoprecipitacion. Se indican los dominios WW, los dominios FF y la region que contiene la
NLS fusionados al epitopo T7. B. Células HEK293T fueron transfectadas transitoriamente con los
plasmidos que expresan las distintas construcciones de TCERGI unidas al epitopo T7 o un vector
vacio como control negativo (Mock). Fracciones del extracto celular total (WCE) fueron analizadas
directamente por western blot o inmunoprecipitadas con anticuerpos especificos contra T7, seguida
de una separacion por SDS-PAGE y analisis por WB utilizando anticuerpos especificos para

NOLC1, CDK9 y T7.

Para comprobar la importancia de los residuos de fenilalanina 903 y 961 de
los dominios FF4/FF5 en la interaccion entre TCERG1 y NOLC1, se llevaron a cabo
otra serie de inmunoprecipitaciones. Para ello, se utilizaron construcciones con el
extremo amino terminal de TCERGI1 unido a los dominios FF4 y FF5 incluyendo o
no las mutaciones en los residuos de fenilalanina (Figura R2-A, Nt-FF4/FF5 y Nt-
FF4/FF5 [F903, 961A]). Usando resina de agarosa acoplada al anticuerpo anti-T7

procedimos a inmunoprecipitar las construcciones sobre-expresadas en células
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HEK293T y a analizar los inmunoprecipitados por WB. Se observé que la proteina
NOLCI interaccionaba con la construccion de TCERGI1 que incluia los dominios
FF4 y FF5 sin las fenilalaninas mutadas (Figura R2-B, Nt-FF4/FF5). Por lo que se
deduce que las fenilalaninas 903 y 961 de los dominios FF4/FF5 de TCERG1 son

necesarias para que se dé lugar la interaccion con NOLC1.
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Figura R2. Las fenilalaninas 903 y 961 de los dominios FF4 y FF5 son necesarias para la
asociacion entre TCERG1 y NOLC1. A. Representacion esquematica de las construcciones de
TCERG1 utilizadas en el ensayo de inmunoprecipitacion. Se indican los dominios WW, los
dominios FF y la region que contiene la NLS central de la proteina fusionados al epitopo T7. Los
asteriscos representan las mutaciones puntuales en esos dominios. B. Los plasmidos indicados se
transfectaron transitoriamente en células HEK293T. Un vector vacio unido a T7 se utilizé como
control negativo (Mock). Fracciones de extracto celular total (WCE, whole cell extract) fueron
analizadas directamente por WB o inmunoprecipitadas con anticuerpos especificos contra 17,
seguida de una separacion por SDS-PAGE y analisis por western blot utilizando anticuerpos

especificos para NOLC1, CDK9 y T7.

Para  confirmar estos resultados, repetimos el ensayo de

inmunoprecipitacion, pero en este caso, transfectando de forma transitoria el
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vector de expresion pEFBOST7-NOLC1 donde se encuentra el DNA que codifica
para la proteina NOLC1 fusionado al epitopo T7. Los extractos
inmunoprecipitados, utilizando anticuerpo anti-T7 unido covalentemente a resina
de agarosa, fueron analizados mediante WB usando anticuerpos especificos
dirigidos contra TCERGI1. Se pudo comprobar que TCERGI se encontraba
presente en los inmunoprecipitados de las muestras procedentes de la sobre-
expresion de NOLC1 (Figura R3, IP T7-NOLC1). Por tanto, confirmamos las

observaciones previas sobre la interaccion entre NOLC1 y TCERGI.

.. =  TCERG1

9 E
o T7
ay

Figura R3. NOLC1 sobre-expresado interacciona con TCERG1. El plasmido T7-NOLC1 o
un vector vacio unido a T7 se transfectaron transitoriamente en células HEK293T. Fracciones de
extracto celular total (WCE, whole cell extract) fueron analizadas directamente por western blot o
inmunoprecipitadas con anticuerpos especificos contra T7, seguida de un analisis por western blot
utilizando anticuerpos especificos para TCERG1 y T7. En los paneles inferiores se muestran dos

exposiciones diferentes del analisis utilizando el anticuerpo anti-T7.

A continuacién, quisimos confirmar estos resultados con las proteinas
TCERG1 y NOLC1 enddgenas. Para ello, utilizamos un anticuerpo policlonal anti-
TCERG1 y su control, suero preinmune de cobaya, para inmunoprecipitar
extractos nucleares de células HeLa. El analisisposterior mediante western blot se
realiz6 utilizando anticuerpos especificos contra NOLC1. Los resultados obtenidos
revelaron la presencia de NOLCI en los inmunoprecipitados procedentes de las
muestras tratadas con anticuerpos anti-TCERG1 (Figura R4, IP TCERG1),
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indicando una asociaciéon entre las proteinas enddgenas que confirmaba las
observaciones previas sobre la interaccion entre estas dos proteinas. Con estos

resultados podemos concluir que TCERGI se asocia a la fosfoproteina NOLCI.

Figura R4. Las proteinas TCERG1 y NOLC1 endé6genas interaccionan entre si. Extractos
nucleares de células HeLa se inmunoprecipitaron con un anticuerpo especifico contra TCERGI o
bien utilizando suero preinmune de cobaya como control negativo (IgG). Una fracciéon de la
muestra (Input) se guard6é para realizar el analisis mediante western blot junto con los
inmunoprecipitados utilizando anticuerpos especificos contra NOLC1 y CDK9, este ultimo

utilizado como control positivo.

1.2 La interaccion entre TCERG1 y NOLC1 esta mediada por
RNA.

Con el fin de seguir estudiando la interaccion observada entre TCERGI y la
fosfoproteina NOLC1 y dada la funcion de TCERGI en el procesamiento del pre-
mRNA, nos parecié interesante comprobar si esta asociacion estaba mediada a
través de RNA. Para ello, células HEK293T transfectadas con la construccion T7-
TCERGTI se recogieron y se lisaron con buffer de lisis RIPA para posteriormente,
tratar los extractos proteicos con 0,1 mg/mL de RNAsa A durante 1 h a 4°C. Como
control positivo, células transfectadas con la misma construccién se sometieron a
los mismos tratamientos de temperatura pero sin la adicion de la RNAsa y, a

continuacion, se realizaron ensayos de inmunoprecipitacion utilizando anticuerpo
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anti-T7 covalentemente unido a resina de agarosa A. El andlisis mediante western
blot indicé que la asociacion entre TCERG1 y NOLCI1 es dependiente de RNA, ya
que no se observd interaccion entre estas dos proteinas en las muestras tratadas

con RNAsa (Figura R5, +/- RNasa).

WCE IP
e & st & &
e _O= v

e “ TCERGA

Figura R5. La asociacion entre TCERG1 y NOLC1 es dependiente de RNA. Células
HEK293T se transfectaron con T7-TCERGI y un plasmido T7 vacio como control negativo (Mock).
Los extractos proteicos se trataron con RNAsa A, posteriormente inmunoprecipitados con anti-T7 y

analizados mediante western blot utilizando los anticuerpos NOLC1 y TCERGI.

2. TCERGTI1 se asocia a los cuerpos de Cajal

2.1. NOLC1 interacciona con coilina.

NOLCI se describid originalmente como una chaperona que se desplaza del
nucléolo al citoplasma (Thomas Meier and Blobel 1992). La localizacién principal
de NOLC1 es en el componente fibrilar denso del nucléolo y ademds se ha
observado que se encuentra en las regiones nucleares denominadas cuerpos de
Cajal (Cajal Bodies, Coiled Bodies, CBs) (Isaac, Yang, and Thomas Meier 1998).
Nuestros analisis mediante inmunofluorescencia indirecta, corroboro los estudios
anteriores sobre la localizacion de esta proteina en el nucleolo y en los CBs, ya que

al utilizar un anticuerpo especifico contra coilina, considerada el marcador de los
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cuerpos de Cajal, NOLC1 muestra una acumulacion evidente en estos organulos

nucleares (Fig. R6-A). Estos resultados sugieren una asociacion espacial entre

coilina y NOLCI.

Estudios anteriores observaron que existia una interaccion in vitro entre las
proteinas NOLC1 y coilina en el sistema del doble hibrido en levaduras (Isaac,
Yang, and Thomas Meier 1998). Para comprobar si esta interaccion tenia lugar en
lineas celulares las muestras procedentes de la inmunoprecipitacion de extractos
nucleares transfectados transitoriamente con el plasmido pEFBOST7-NOLC1 del
experimento mostrado en la Figura R3 se analizaron mediante WB utilizando un
anticuerpo monoclonal especifico para coilina. Los resultados obtenidos
mostraron que NOLCI se asocia con coilina en células (Figura R6-B),

corroborando los datos anteriormente mencionados.

NOLC1 Coilin Merge
B WCE P C Input IP
N N & &
o 4™ ¥ & @
—— = TCERG1 e - - o
o —
o awi Coilin = o — Coilin
s L “ — CDK9

Figura R6. Asociacién entre TCERG1, NOLC1 y coilina. A. El uso de la inmunoflurescencia
indirecta utilizando anticuerpos que reconocen las proteinas endogenas NOLC1 (verde) y coilina

(rojo), asi como la superposicion de ambas sefales (Merge), revela que existe una asociacion entre
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ellas en los CBs. B. Las muestras inmunoprecipitadas utilizando un anticuerpo frente al epitopo T7
procedentes de extractos transitoriamente transfectados con T7-TCERGI y control, se analizaron
mediante western blot con los anticuerpos indicados. C. TCERGI se asocia a coilina. Analisis de las
muestras procedentes del experimento mostrado en la Figura R4 por WB usando anticuerpos

especificos para NOLC1, coilina y CDK9.

2.2, TERGI1 se asocia a coilina

A la vista de los resultados anteriores y dado que TCERG1 interacciona con
NOLCI, nos preguntamos si TCERGI y coilina se asocian. Para ello se utilizaron
las muestras procedentes de la inmunoprecipitacion de proteinas enddgenas
usando anticuerpo anti-TCERGI (Figura R4) para realizar un ensayo de WB con
anticuerpos especificos para coilina. Los resultados mostraron que las proteinas
enddgenas TCERGI1 y coilina interaccionan entre si (Figura R6-C) y que, por tanto,

existe una asociacion entre ellas.

Estos resultados nos llevaron a seguir estudiando la asociacién entre estas
dos proteinas. Para ello, llevamos a cabo ensayos de inmunofluorescencia
utilizando anticuerpos especificos dirigidos contra TCERGI y coilina en células
HEK293T. Las imagenes obtenidas de estos experimentos mostraron, en primer
lugar, un patrén de localizacion similar al esperado segun los estudios anteriores.
TCERG1 se encuentra difusamente localizado en el nucleoplasma celular
acumulandose en los speckles nucleares (Sdnchez-Alvarez et al. 2006) y coilina se
localiza especificamente en los CBs (Figura R7-A, paneles TCERGI1 y coilin). La
superposicion de imagenes (Figura R7-A, panel Merge) muestra minima
colocalizacion entre ambas proteinas. Un andlisis en mayor profundidad
utilizando el programa Fiji/Image] (Figura R7-B) que marca zonas de
colocalizacidon de los elementos de imagen (pixeles) en color blanco, y el analisis

semicuantitativo de la relaciéon espacial entre las distribuciones de TCERGI1 y
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coilina (Figura R7-C), sugieren que TCERGI no se acumula en los CBs, sino que se

encuentra localizado en la periferia de estos organulos nucleares.
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Figura R7. Analisis de la colocalizacion de TCERG1 y coilina A. Se muestran imagenes de
células HEK293T marcadas doblemente con anticuerpos que detectan TCERGI1 (verde) y coilina
(rojo), asi como la superposiciéon de ambas (Merge). La linea dibujada en la imagen superpuesta
indica la zona de cuantificacion para el andlisis en C. B. Analisis de colocalizacién mediante el
programa Fiji/Image]. Los pixeles blancos indican las zonas de colocalizacién. C. Andlisis semi-
cuantitativo de la intensidad de las sefiales cuya regidon aparece indicada en las imagenes

superpuestas que se muestran en A.

A continuacion decidimos analizar el patron de localizacion de TCERG1 y
coilina a lo largo del ciclo celular. Para ello, utilizamos el compuesto hidroxiurea
para obtener poblaciones sincronizadas en fase Gl en células HEK293T (ver
Material y Métodos) (Fig. R8-B, panel derecho). El estudio de la colocalizacion (fig.
R8-A) y el andlisis semicuantitativo de la intensidad de las senales (Fig. R8-B,
panel izquierdo), indicé un incremento de la colocalizaciéon entre TCERGI y

coilina en las células que se encontraban en la fase G1. Al retirar la hidroxiurea a
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las células durante 3 h, se obtuvo una poblacion de células sincronizadas en fase S
(Fig R8-D panel derecho). Realizando un andlisis por microscopia confocal de la
colocalizacion, se observd un menor solapamiento de las sefiales de TCERGI y
coilina durante esta fase (Fig. R8-C). El analisis semi-cuantitativo corrobord este
resultado (Fig. R8-D, izquierda). De estos resultados concluimos que hay un
incremento de la colocalizacion entre TCERG1 y coilina durante la fase G1, que es
la etapa donde la tasa de transcripcion de los snRNAs es mas alta y, por ello, se

encuentran en mayor densidad en la periferia de los CBs (Wang et al. 2016).
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Figura R8. Localizaciéon de TCERG1 y coilina durante el ciclo celular. A y C. Imagenes de
IF donde se muestra la tincién de TCERGI (verde) y coilina (rojo), la superposiciéon de ambas
senales (Merge) y el andlisis de colocalizacion mediante el programa Fiji/Image] (Coloc.). Los
pixeles bancos indican las zonas de colocalizacién. B. Analisis semi-cuantitativo de la intensidad de
las senales (panel izquierdo). En el panel derecho se muestra el histograma de citometria de flujo
de células HEK293T sincronizadas en fase G1 marcadas con yoduro de propidio (IP). Se muestra el
porcentaje de células que se encuentran en cada fase del ciclo celular. D. En el panel izquierdo se
muestra el analisis semi-cuantitativo de la intensidad de las sefiales. En el panel derechao se
muestra el histograma de citometria de flujo de células HEK293T sincronizadas en fase S marcadas
con yoduro de propidio (IP). Se muestra el porcentaje de células que se encuentran en cada fase del

ciclo celular.

2.3. Efecto de la inhibicion de TCERGT1 en la localizacion de

coilina.

2.3.1. Generacion de lineas HEK293T silenciadas para TCERG1 mediante
CRISPR/Cas9

Con el objetivo de estudiar la relacion entre TCERG1 y los CBs, generamos
lineas celulares silenciadas establemente para TCERG1 mediante la tecnologia
CRISPR/Cas9. Para ello, utilizamos dos guias diferentes dirigidas a dos regiones
distintas del gen TCERGI; la guia 1 (gRNA1) reconoce el primer exon y la guia 2
(gRNA2) reconoce el primer intrén de dicho gen. Cada una de las guias junto con
el plasmido donador, que contiene la resistencia a Puromicina, fueron
transfectadas en células HEK293T. La eficiencia de la transfeccion se comprobo
utilizando un anticuerpo anti-DDK (Figura R9-A). A los 23 dias posteriores a la
transfeccion, las células fueron seleccionadas mediante la adiciéon de puromicina.
Asimismo y para la generacion de la linea control, se utilizé una guia (Scramble)
que contenia una secuencia que no reconocia ningun gen conocido humano y se

transfecté junto con el pldsmido donador, procediendo de forma andloga a las
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anteriores. Se generaron diferentes clones y mediante analisis por western blot se
selecciond un clon por cada guia utilizada, obteniendo el clon 1AC4 procedente de
la gRNA1 y el clon 2AC2 procedente de la gRNA2 (Figura R8-B). La cuantificacion
de la expresion de la proteina TCERGI1 indico una expresion de TCERG1 menor
del 20% en la linea 1AC4 y de aproximadamente el 50% en la linea 2AC2 (Figura
R9-C). A pesar de nuestros esfuerzos, no fue posible obtener lineas knockout para

TCERGI.

A continuacion se realizé un marcaje por inmunofluorescencia utilizando un
anticuerpo anti-TCERG1 junto con un anticuerpo especifico de la forma fosforilada
del factor esencial de splicing SRSF2 (anteriormente conocido como SC35), el cual
se utiliza frecuentemente como marcador de los speckles nucleares. Se observo una
disminucidén en la intensidad de la sefial correspondiente a TCERGI en las lineas
celulares 1AC4 y 2AC2 respecto a la linea control, siendo menor en la linea 1AC4
corroborando los resultados obtenidos mediante western blot. El marcaje
simultdneo de TCERG1 y SRSF2 mostré un solapamiento de las sefales en los
speckles nucleares (Figura R9-D) tal y como se esperaba de trabajos anteriores

(Sanchez-Alvarez et al. 2006).
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Figura R9. Analisis de las lineas silenciadas establemente para TCERG1 mediante

CRISPR/Cas9. A. Analisis de la expresion de la enzima Cas9 en las células HEK293T transfectadas
para la obtencion de las lineas establemente silenciadas. Para ello, se utilizé el anticuerpo anti-
DDK, que reconoce un epitopo de la enzima Cas9; la expresion de CDKO9 se utilizé como control.
Como control negativo se cargd una muestra de extractos de proteinas de células no transfectadas
(Mock). B. Analisis de la expresién de la proteina TCERG1 en los clones seleccionados. La
expresion de las proteinas en los extractos celulares de células control y silenciadas para TCERG1
se analizé por western blot, utilizando anticuerpos especificos; la expresion de GAPDH se utilizo
como control. C. Cuantificacién de la expresion de TCERGI en los clones 1AC4 y 2AC2 respecto a
las células control mediante Image Studio. D. Andlisis de la localizaciéon de TCERG1 mediante
ensayos de inmunofluorescencia en las lineas generadas. Se muestran imagenes marcadas
doblemente con anticuerpos que detectan TCERGI (verde) y SRSF2 (rojo), asi como la
superposicion de ambas junto con la sefal correspondiente al DAPI (azul) que marca los nticleos

(Merge).

2.3.2. Efecto de la disminucion de la expresion de TCERG1 sobre los CBs
en células HEK293T.
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Para estudiar el efecto de TCERG1 sobre los CBs, se procedid a realizar un
ensayo de inmunofluorescencia de doble marcaje utilizando anticuerpos
especificos para TCERGI y coilina en las tres lineas celulares generadas (1AC4,
2AC2 y control). Este ensayo mostré que en situacidon de menor expresion de
TCERG1 habia un menor nimero de Cuerpos de Cajal y estos organulos eran de
menor tamano en las lineas silenciadas respecto a la linea control (Figura R9-A).
Estas imagenes se adquirieron en las mismas condiciones de ganancia para ver las
diferencias entre las lineas silenciadas y la linea control. Si nos fijamos en el
marcaje de coilina, sélo se pueden observar los CBs en la linea control (Figura R-9,
paneles etiquetados como coilin). Pero si modificamos las imagenes, amplificando
la sefial de rojo (Figura R-10, paneles etiquetados como coilin [sobre-expuesto]),
podemos observar que los CBs en la linea control son mdas grandes y mas intensos
que los que se pueden ver en las lineas silenciadas al sobre-exponer la imagen.
Con el fin de cuantificar estas observaciones, se obtuvieron y procesaron de
manera independiente colecciones de imagenes para contar el numero de CBs
presentes en las tres lineas celulares utilizando el programa Fiji/Image]. En las
lineas silenciadas de TCERGI, el numero de CBs es menor que en las células
control (Figura R10-B, panel izquierdo). Ademas, utilizando el mismo programa,
se midio el tamafio de los CBs y se observo que los CBs encontrados en las lineas
silenciadas eran de menor tamafio respecto a los de la linea control (Figura R10-B,
panel derecho). Estos resultados sugieren que la disminucién de la expresion de

TCERGT1 afecta la integridad de los CBs, medida por la presencia de coilina.
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Figura R10. Efecto de la disminucién de la expresion de TCERG1 en los CBs. A. Se
muestran imagenes marcadas doblemente con anticuerpos que detectan TCERG1 (verde) y coilina
(rojo), asi como la superposicion de ambas junto con la sefial correspondiente al DAPI (azul) que
marca los nticleos (Merge). En el panel derecho se muestran las imagenes del marcaje de cada linea
celular con el anticuerpo frente a coilina, saturando la sefial correspondiente al rojo (coilin [sobre-
expuesto]). B. Cuantificacion del nimero de CBs por nticleo (CB/N) en las tres lineas celulares y
medida del tamafio de estos organulos (Area CBs). Poner nimero de nticleos medidos y

estadistica, como hacemos en el articulo.

2.3.3. Efecto de la disminucion de la expresion de TCERG1 sobre los CBs
en células HAP1.

A continuacién quisimos confirmar los resultados anteriores usando otras

lineas celulares. Las células de la linea humana HAP1 cuasi-haploide derivada de
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la linea celular humana KBM-7. Se trata de células adherentes con morfologia de
fibroblasto, con un cariotipo haploide para todos los cromosomas excepto para 30
Mb del cromosoma 15 (Horizon). Mediante la tecnologia CRISPR/Cas9, se obtuvo
una linea (c012) donde la expresiéon de TCERGI1 se encontraba muy disminuida
(Figura R11-A). De nuevo, y como sucedio con las células HEK293T, no fue posible
obtener lineas knockout para TCERGI1, sugiriendo que esta proteina es esencial
para la viabilidad celular. Los resultados de expresion mostraron en la linea c012
una banda ligeramente de mayor movilidad electroforética y de menor intensidad
de sefal respecto a la linea HAP1 control (Figura R11-A, c012). Estudios de
inmunofluorescencia indirecta con anticuerpos anti-TCERG1 mostraron una
menor presencia de proteina TCERG1 endogena en la linea c012, corroborando los
resultados obtenidos mediante western blot. El marcaje simultdneo de SRSF2 y
TCERG1 indic6 wuna colocalizacion de ambas sefiales en granulos
nucleoplasmaticos (speckles) en la linea control, mientras el estudio de los perfiles
lineales de intensidad indic6 una localizacion mas difusa de ambas proteinas en el

nucleoplasma de la linea c012 (Figura R11-B).
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Figura R11. Estudio de la expresion y localizacion de TCERG1 en las lineas HAP1 control
y c012. A. Analisis mediante western blot de la proteina TCERGI en las lineas HAP1, tanto en la
linea control como en la linea c012. El anticuerpo anti-CDK9 se us6 como control. B. Se muestran
imagenes de inmunofluorescencia de las células HAP1 doblemente marcadas con anticuerpos que
detectan TCERGI1 (verde) y SRSF2 (rojo), este ultimo utilizado como marcador de speckles
nucleares, asi como la superposicion de ambas sefales (Merge). En los paneles derechos se
representa el analisis semi-cuantitativo de la distribucion de los perfiles lineales de las
intensidades. Las lineas dibujadas en las imagenes superpuestas indican la zona de cuantificacion

en dicho analisis.

Para estudiar el efecto de la ausencia de TCERG1 en los CBs de las lineas
HAP, se realizo un doble marcaje con anticuerpos que reconocian TCERGI1 y
coilina. De manera similar al estudio realizado en células HEK293T, en
condiciones de menor expresion de la proteina TCERGI se observd un menor
numero de cuerpos de Cajal (Figura R12-A, coilin). La cuantificacion de los CBs
indicé un menor namero y tamano de estos organulos en la linea c012 respecto a la
linea control. Estos resultados corroboran los datos obtenidos con las células
HEK293T y sugieren que la disminucién de la expresion de TCERGI afecta la
integridad de los CBs.
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Fig R12. Efecto de la disminucidn de la expresion de TCERG1 sobre los CBs en las células
HAP1. A. Se muestran imagenes de inmunofluorescencia indirecta con marcaje doble usando
anticuerpos que detectan TCERGI (verde) y coilina (rojo), asi como la superposicién de ambas,
junto con la sefial azul correspondiente al DAPI que marca los nicleos (Merge). B. Cuantificacion
del nimero de Cajal Bodies por nticleo (CB/N) y medida del tamafio de estos organulos (Area CBs)

en las dos lineas celulares.

2.34. La ausencia de TCERG1 no afecta a la expresion de coilina.

A la vista de los resultados anteriores, se quiso comprobar si la expresion de
coilina estaba siendo afectada por la disminucion de la expresiéon de TCERGI.
Para ello, se obtuvieron extractos de proteina de las lineas CRISPR HEK293T y
HAP1 y se realiz6é un andlisis mediante WB utilizando un anticuerpo especifico
para coilina. Los resultados indicaron que la expresion de coilina era similar en
todas las lineas, tanto control como silenciadas (Figura R-13A-B). Estos resultados
sugieren que la inhibicion de TCERGI afecta la localizacién de coilina en los CBs

pero no a su expresion a nivel de proteina.
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Para comprobar que la ausencia de TCERGI no afectaba la expresion de
coilina a nivel de RNA, se realizaron ensayos de RT-qPCR usando muestras de las
lineas HEK293T. Se observd que el nivel de expresion de coilina era similar entre
las células control y las lineas 1AC4 y 2AC2 (Fig R13-C). Estos resultados se
corroboraron utilizando células HEK293T silenciadas transitoriamente mediante
un RNA de interferencia que reconoce el mRNA del gen TCERGI (siTCERGL).
Como en el caso anterior, la expresion del RNA mensajero de coilina fue similar

entre la linea silenciada y la linea control (siGFP) (Fig R13-D).
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Figura R13. Analisis de la expresion de coilina en condiciones de una menor expresion de
TCERGI1. A. Analisis por WB de extractos de proteina de las lineas CRISPR/Cas9 de células
HEK293T, tanto la linea control, como las lineas cuyo nivel de expresiéon de proteina de TCERG1
esta disminuida (1AC4 y 2AC2). Las proteinas fueron detectadas utilizando anticuerpos especificos
para TCERGL y coilina. El anticuerpo anti-CDK9 se usé como control. B. El mismo analisis descrito
en A se llevo a cabo con extractos de las lineas HAP1 control y c012. C. Representacion grafica de
los datos obtenidos de la RT-qPCR del RNA obtenido de las lineas CRISPR/Cas9 de HEK293T. Las
graficas muestran los niveles de expresion relativa de coilina con respecto al control, considerado

como 1. Los niveles de expresidon fueron normalizados utilizando como control interno el gen
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GAPDH. D. Representacion grafica de los datos obtenidos de la RT-qPCR de células HEK293T
silenciadas con siTCERG1. Como control se utilizaron células transfectadas con siGFP. Las graficas
muestran los niveles de expresion relativa de coilina con respecto al control, considerado como 1.

Los niveles de expresion fueron normalizados utilizando como control interno el gen GAPDH.

2.3.5. Efecto de la disminucion de la expresion de TCERG1 sobre los CBs
en células SH-SY5Y

En trabajos anteriores del laboratorio se habia generado una linea celular de
neuroblastoma (SH-SY5Y) establemente silenciadas de TCERG1 mediante un
shRNA especifico, denominada sh9, y una linea control usando un shRNA
(pIKO.1) que no reconoce ningin gen de mamifero (Mufioz-Cobo et al. 2017).
Estas lineas fueron utilizadas para comprobar si una menor expresion de TCERG1
afectaba a la localizacién de coilina en los CBs. Los resultados obtenidos
mostraron unos resultados similares a los ya observados en las otras lineas
celulares: un menor numero de Cajal bodies en la linea SH-SY5Y establemente
silenciada de TCERG1 (Fig. R14). Estos resultados corroboran que la expresion de
TCERGT1 afecta la integridad de los CBs.

TCERG1 Coilin Merge

- . . .
Shg . . .
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Figura R14. Efecto de la disminucion de la expresion de TCERG1 sobre los CBs en las
células SH-SY5Y. Se muestra un marcaje simultaneo de las proteinas enddgenas TCERG1 (verde) y
coilina (rojo) en células SH-SY5Y, tanto la linea control como la linea establemente silenciada de
TCERG1 (sh9). Las iméagenes de superposicién de ambas sefiales (Merge) se muestran en los

paneles derechos.

2.4. La disminucion de la expresion de TCERG1 no afecta la

localizacion de otros organulos nucleares.

Se quiso comprobar si otros organulos nucleares estaban siendo afectados

por la disminucion de la expresion de TCERGI.

2.4.1. Speckles

Como ya se ha mencionado, TCERGI se encuentra en la periferia de los
speckles nucleares. Por ello era especialmente relevante comprobar si una
disminucion de la expresion de TCERGI podia afectar la integridad de estos
organulos. Los experimentos realizados en células CRISPR HEK293T y HAP1 y ya
expuestos en las figuras R9-D y R11-B, respectivamente, muestran cambios poco
significativos en la integridad de los speckles, aunque se mostraron de menor

tamano y mads difusamente distribuidos en las células c012.

2.4.2. Gems

SMN es una proteina que se localiza en los denominados Gems, organulos
estrechamente asociados a los CBs. Al realizar tinciones mediante
inmunofluorescencia utilizando un anticuerpo que reconoce la proteina SMN

enddgena, se comprobé que la ausencia de TCERGI1 no afecta a los Gems
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nucleares. Este estudio se realizo tanto en las lineas CRISPR de HEK293T como en

las CRISPR de HAP1 (Fig R15-A-C).

2.4.3. HLB

Los CBs se han relacionado también con los organulos nucleares conocidos
como Histone Locus Bodies (HLBs), el cual se asocia a la cromatina para regular la
expresion de los genes de histona. Para determinar si la ausencia de TCERGI
podia afectar a los HLBs como ocurre con los CBs, utilizamos un anticuerpo
especifico contra Lsm11l, que es un componente especifico de los HLBs para
analizar mediante inmunofluorescencia las lineas HEK293T y HAP1 (Fig R15-D-F).
Los resultados obtenidos indicaron que la ausencia de TCERG1 no afectaba la

integridad de los HLBs.

TCERG1

N . .
) .. .

99




TCERG1

Control

c012

3 .e u 4 [
% % 3 © csssssses ¢ EEEEEE
E 2 [y 1] [ ] YV Y'Y E
6 8 2 % (1l 1]}
! - _._' 1 sssss i
& s o ko: o
% s kY oai* S
D Lsm11 Coilin Merge
Control

100



E Lsmi1l Coilin

Control

c012

5 10
4 e ] 8 [ ]
Z3 sssee ] i Z 6
o0 o e
| )
I 2 seeme [ 11} AN T 4 sssee EEEEE
seee LLTL]
1] o= . 2] sgesmee - —
_ E—
> ™ 2 & N
& o 9 o Ny
0°° N\ i (.Fo o

Figura R15. La integridad de Gems y HLB no se ve afectada por una disminucién de la
expresion de TCERGI. Las imagenes muestran el analisis por inmunofluorescencia de células
control y silenciadas en HEK293T (A) y HAP1 (B) tefiidas con anticuerpos que detectan TCERG1
(verde) y el marcador de los organulos nucleares Gems, SMN (rojo), asi como el solapamiento de
ambas sefiales (Merge). C. Cuantificacion de los Gems por ntcleo (Gems/N) en las lineas celulares
CRISPR HEK293T (izquierda) y HAP1 (derecha). D, E. Se muestran imagenes de células HEK293T
(D) y HAP1 (E) tefiidas con anticuerpos que detectan el componente Lsm11 de los HLB (verde) y
coilina (rojo), asi como la superposicién de ambas sefiales (Merge). F. Cuantificacion de los HLB

por ntcleo (HLB/N) en las lineas celulares CRISPR HEK293T (izquierda) y HAP1 (derecha).

2.4.4. Nucléolo

Como se ha mencionado, NOLC1 se describié como una fosfoproteina que
viaja entre nucléolo y el nucleoplasma, donde se acumula en los CBs e interacciona
con coilina, sugiriendo que podria actuar como un enlace entre el nucléolo y los
CBs. En esta tesis hemos corroborado esos resultados en los experimentos

descritos en la Fig. R6. Para comprobar si la ausencia de TCERG1 afectaba la
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localizacion de NOLC1 se realizaron experimentos de inmunofluorescencia
usando anticuerpos especificos para NOLC1 y coilina en las lineas HEK293T y
HAP1. En las lineas celulares donde la expresion de TCERGI se encuentra
disminuida, NOLC1 se localiza en el nucléolo pero no se acumula en el
nucleoplasma, indicando de nuevo una pérdida de la integridad de los CBs debido

a la ausencia de TCERGI sin afectar su localizacion en el nucleolo (Fig R16 A - B).

Para confirmar que la disminucion de la expresion de TCERGI no afectaba la
integridad del nucléolo, se realizd el mismo ensayo de IF con anticuerpos
especificos para nucleolina. La nucleolina es una proteina que se encuentra
principalmente localizada en el componente fibrilar denso (DFC) y en el
componente granular (GC) del nucléolo (Biggiogera et al. 1990). Las imagenes de
inmunofluorescencia mostraron que el patrén de localizacion de esta proteina no

cambiaba en condiciones de menor expresién de TCERGI (Fig. R16 C-D).

Todos estos datos indican que la menor expresion de TCERGI1 afecta la

integridad de los CBs pero no la de otros orgadnulos nucleares.
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Figura R16. La localizaciéon de NOLC1 en los CBs se afecta en ausencia de TCERG1
mientras la localizacion de NOLC1 en el nucléolo no se ve afectada. El estudio del patrén de
distribucion de NOLCI se realizd en experimentos de doble inmunofluorescencia indirecta usando
anticuerpos especificos para NOLC1 (verde) y coilina (rojo) usando las lineas CRISPR HEK293T
(A) y HAP1 (B). Se muestran ademas las imagenes superpuestas (Merge) junto con la sefial de
DAPI (azul). C. Andlisis por inmunofluorescencia utilizando anticuerpos frente a nucleolina

(verde) coilina (rojo), asi como la superposicion de ambas sefiales junto con la sefial DAPI (azul)
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como marcador de ntcleo, en las lineas CRISPR HEK293T. D. El mismo ensayo indicado en C se

llevé a cabo usando las lineas CRISPR HAP1.

2.5. La reexpresion de TCERG1 rescata el fenotipo de las

lineas silenciadas

Quisimos comprobar si la reexpresion de TCERGI en las lineas silenciadas
podia rescatar el fenotipo observado. Utilizando las lineas celulares CRISPR
HEK293T, realizamos una transfeccion usando cantidades no saturantes (250 ng,
ver mas abajo) del vector de expresion pEFBOST7/GFP-TCERGI1 o del plasmido
pEFBOST7 vacio como control y analizamos estas células por microscopia
confocal. Las imagenes obtenidas mostraron una restauracion de la arquitectura
de los CBs en las células de las lineas 1AC4 y 2AC2 donde habiamos re-expresado
la proteina TCERGI con respecto a la linea control (Fig. R17-A). La cuantificacion
de los resultados indicéd un aumento significativo del nimero de CBs por ntcleo y
de su tamafio en las células donde habiamos vuelto a expresar TCERG1 con
respecto a las células 1AC4 y 2AC2 de la transfeccion control (Fig. R17-B). Estos
resultados apoyan los datos anteriores y sugieren un papel especifico de TCERG1

en la formacion de los CBs.
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Figura R17. La reexpresion de TCERG1 rescata el fenotipo de las lineas celulares
silenciadas. A. Las lineas celulares 1AC4 y 2AC2 fueron transitoriamente transfectadas con 250 ng
del plasmido pEFBOST7/GFP-TCERG1 o bien con el plasmido vacio pEFBOST7 vacio (Empty
vector). La linea control fue transfectada con el plasmido vacio. Se obtuvieron imagenes mediante
microscopia confocal usando anticuerpos que reconocen TCERGI1 (verde) y coilina (rojo). Se
muestran ademas las imagenes superpuestas (Merge). Las flechas sefialan ejemplos de CBs en las
células transitoriamente transfectadas con el vector de expresion de TCERGI. B. Analisis de la
cuantificacién del nimero y tamafio de los CBs. Los valores P estan representados en las graficas

mediante asteriscos (¥, P<0,05; **¥, P<0,01; ***, P<0,005).
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2.6. Efecto de la sobreexpresion saturante de TCERGI1 en la
integridad de los CBs

Para estudiar si la sobreexpresion saturante de TCERGI1 afectaba al patron de
localizacién de coilina y, por tanto, a la formacion de los CBs, realizamos
experimentos de inmunofluorescencia utilizando distintas construcciones de
TCERGI1 unidas a la proteina fluorescente EGFP (enhanced green fluorescent protein)
junto con el anticuerpo anti-coilin para localizar los CBs. Las imagenes obtenidas
mostraron un menor numero de CBs en las células donde se sobreexpresé el
plasmido que codifica el gen TCERG1 WT (Figura R18, EGFP-TCERG1-WT). Para
determinar la region de TCERGI responsable de este efecto, se realizaron
transfecciones transitorias con construcciones que expresan los extremos amino y
carboxiterminal de TCERGI de forma independiente y fusionadas a EGFP. Sélo la
construccion que expresaba el extremo carboxiterminal de TCERGI1, donde se
encuentran los dominios FF, afecto la integridad de los CBs (Figura R18; EGFP-
TCERG1-Nt, EGFP-TCERGI1-Ct). A continuacién, quisimos conocer los dominios
responsables de este fenotipo. Sobreexpresando distintas construcciones truncadas
de TCERG1, observamos que los dominios FF4 y FF5 eran los responsables de que
la localizacion de coilina en los CBs estuviera afectada. La sobreexpresion de una
proteina de fusion que contenia el extremo amino-terminal de TCERG1, que ya
habiamos observado que no afectaba la localizacion de coilina, junto con los
dominios FF4 y FF5 produjo un fenotipo similar al observado con la proteina
TCERG1-WT con la deslocalizacion de coilina en las células sobre-expresadas (Fig.
R18; EGFP-TCERGI1(N)t-FF4/FF5). Corroborando los anteriores resultados, la
sobreexpresion de una proteina de fusién conteniendo la secuencia de TCERG1
completa excepto los dominios FF4 y FF5 produjo un fenotipo similar al que se da
en las células no transfectadas (Fig. R18; EGFP-TCERGI-AFF4/FF5). Por ello se
concluye que los dominios FF4 y FF5 de TCERG1 son los responsables del fenotipo

de los CBs observado, tras la sobreexpresion de la proteina. Dada la relevancia de
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los residuos de fenilalanina de los dominios FF4/FF5 en la interaccion entre
TCERG1 y NOLC1 (Fig. R2), quisimos conocer la implicacion de estos
aminodacidos en la integridad de los CBs en los experimentos de sobreexpresion.
La sobreexpresion de la proteina de fusion con mutaciones en estos residuos no
modifico la localizacién de coilina en el nucleoplasma y por tanto la integridad de
los CBs (Figura R18, EGFP-TCERGI1(Nt)-FF4/FF5 [F903, 961A]). Por tanto, las
fenilalaninas 903 y 961 presentes en los dominios FF4 y FF5 de TCERGI1 son
importantes para la integridad de los CBs en condiciones de sobreexpresion

saturante de TCERGI.
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Figura R18. La sobreexpresion de TCERG1 afecta la integridad de los CBs. Las imagenes
muestran células HEK293T expresando construcciones indicadas de EGFP-TCERG1 (verde) y la
localizacion de coilina usando anticuerpos especificos (rojo). El diagrama estructural de cada
construccion se representa a la izquierda de cada panel. En los diagramas se indican la proteina
EGEFP, los dominios WW, la sefial de localizacién nuclear (NLS) y los dominios FF; los asteriscos
representan los residuos mutados en la construccion. En cada panel se muestran las imagenes

individuales (EGFP-TCERGI1 y Coilin) y superpuestas (Merge).

A continuacion quisimos conocer si el fenotipo observado tras la
sobreexpresion de TCERGI era especifico de esta proteina. Para ello, realizamos
similares experimentos de sobreexpresion con el factor de splicing SF1 en células
HEK293T. La sobreexpresion de SF1 no afectd la localizacion de coilina (Fig.R19-
A). El mismo resultado se observd al transfectar el plasmido pEFBOST7-GFP
sobreexpresando la proteina de fusion T7-EGFP (Fig.R19-B). La sobreexpresion de
TCERGI desde un vector diferente al usado en los experimentos de la Fig. R16
(pEFBOST7-TCERGL1) afectd de nuevo la localizacidon de coilina, confirmando el
efecto especifico de la sobreexpresion saturante de TCERGI en la integridad de los

CBs (Fig. R19-C).
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A EGFP-SF1 Coilin Merge

B EGFP Coilin Merge

C T7 TCERG1 Coilin Merge

Figura R19. El efecto de la sobreexpresion de TCERGI1 en la integridad de los CBs es
especifico. La sobreexpresion de la proteina de fusion de SF1 con EGFP (EGFP-SF1) (A) o la
sobreexpresion de EGFP (T7-EGFP) (B) no afect6 el patron de localizacién nuclear de coilina en
células HEK293T. C. La sobreexpresion de TCERG1 usando el vector pEFBOST7-TCERGT1 afect6 la
localizacion de coilina en células HEK293T. Las proteinas TCERG1 y coilina se detectaron usando

anticuerpos especificos para el epitopo T7 (verde) y para coilina (rojo), respectivamente.

2.7. La sobreexpresion de TCERG1 no afecta la expresion de
coilina.

A la vista de estos resultados, quisimos comprobar si los niveles de coilina
estaban siendo afectados por una mayor expresion de TCERGI. Para ello, células

HEK293T se transfectaron con el plasmido de expresion pEFBOST7-TCERGI o con
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el pldsmido pEFBOST7 como control (Mock) y los niveles de proteina se
analizaron mediante WB usando anticuerpos especificos. La sobre-expresion de
TCERG1 no afect6 los niveles de expresion de esta proteina (Fig. R20-A). Estas
mismas células transfectadas se utilizaron para realizar una extracciéon de RNA y
comprobar por RT-qPCR que los niveles de mRNA de coilina tampoco se

afectaban por la sobreexpresion de TCERG1 (Fig. R20-B).
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Figura R20. La sobreexpresion de TCERG1 no afecta la expresion de coilina. A. Analisis de
extractos de células HEK293T transfectadas con el plasmido pEFBOST7-TCERG1 o el plasmido
pEFBOST?7 (Mock) mediante western blot usando anticuerpos especificos para el epitopo T7 y la
proteina coilina. El anticuerpo anti-CDK9 se us6 como control. B. Analisis mediante RT-qPCR de
los niveles de mRNA de coilina utilizando GAPDH como control interno en células control (Mock)

y transfectadas con el plasmido de expresion pEFBOST7-TCERG1.

2.8. La sobreexpresion de TCERG1 no afecta la localizacion

de otros organulos nucleares

Vistos los resultados observados sobre los CBs al sobre-expresar TCERG1

quisimos comprobar que, al igual que ocurre en el caso del silenciamiento de esta
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proteina, la sobreexpresion de TCERGI1 no afecta a otros organulos nucleares. Con
este fin realizamos experimentos de inmunofluorescencia indirecta utilizando los
anticuerpos que reconocen a las proteinas marcadoras de speckles, gems y HLBs en
condiciones de sobreexpresion de TCERGI1. Ninguno de estos cuerpos nucleares
fue alterado por la sobreexpresion de TCERG1 (Fig. 21A-C). Por tanto, se concluye
que la sobreexpresion de TCERGI no afecta a distintos organulos nucleares muy
relacionados entre ellos como son los speckles, gems o HLBs y que solo afecta al

patron de localizacion de coilina, y por tanto a la integridad de los CBs.

A eGFP-TCERG1 SRSF2 Merge

eGFP-TCERG1 Lsm11l
eGFP-TCERG1 Merge

Figura R21. La sobreexpresion de TCERGI no afecta la integridad de speckles, HLB ni
gems. Andlisis del efecto de la sobreexpresion de TCERG1 (eGFP-TCERGI, verde) sobre distintos
organulos nucleares (rojo) mediante microscopia confocal usando anticuerpos que reconocen

SRSF2 (A), Lsm11 (B) y SMN (C), que marcan speckles, HLBs y gems, respectivamente.
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Como ya se ha comentado anteriormente, NOLC1 es una fosfoproteina que
se concentra en el nucléolo y en los CBs. Una menor expresion de TCERGI afecta a
su patron de localizacion en el nucleoplasma pero no a su localizacion en el
nucléolo (Fig. 16A-B). Para estudiar si la sobreexpresion de TCERG1 afecta la
distribucion de NOLC1 en el nucleo, células HEK293T se transfectaron con la
construccion eGFP-TCERG1 y se estudi6 la localizacion de coilina y NOLC1 por
inmunofluorescencia. Como era de esperar, NOLC1 se localizé en el nucleolo y en
los CBs, detectados mediante coilina, en las células no transfectadas. En las células
transfectadas donde era visible la sobreexpresion de TCERGI, sin embargo,
NOLCI sdlo se encontrd presente en el nucleolo pero no en el nucleoplasma (Fig.
R22). Estos datos son consistentes con los anteriores resultados que sugieren la

pérdida de integridad de los CBs en condiciones de sobreexpresion de TCERGL.

eGFP-TCERG1 Coilin

NOLC1 Merge

Figura R22. La sobreexpresion de TCERG1 afecta la localizacion de NOLC1 en los CBs. Las

imagenes muestran células HEK293T expresando la construccion eGFP-TCERG1 (verde) y
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marcadas con anticuerpos que reconocen coilina (rojo) y NOLC1 (magenta), asi como la

superposicion de las tres sefiales (Merge) junto con el marcaje en azul por DAPL

2.9. Formacion de homocomplejos de TCERG1

Hemos observado que la ausencia de TCERG]1 afecta la integridad de los
CBs, sugiriendo que esta proteina es importante para el mantenimiento de estos
organulos nucleares. El hallazgo de que TCERG1 exdgeno altera la localizacion de
coilina sugiere un efecto dominante negativo de TCERGI1 sobreexpresado que
podria ser causado por la autointeraccion de TCERGI. Trabajos anteriores han
demostrado este fendmeno para coilina, donde la proteina sobreexpresada altera
los CBs a través de un efecto dominante negativo entre la coilina exdgena y
enddgena (Hebert and Matera 2000). Para investigar si la proteina TCERGI1 se
asocia consigo misma, se utilizaron dos vectores de expresion que contenian la
secuencia de TCERG1 y dos epitopos diferentes: pEFBOST7-TCERG1 que contiene
el epitopo T7 y pcDNA3/EGFP/TCERG1 que contiene el epitopo GFP. Como
controles se utilizaron los vectores vacios pEFBOST7 y pcDNA3/EGFP. Células
HEK293T se cotransfectaron transitoriamente con esas construcciones y los
extractos inmunoprecipitados con anti-17 y anti-GFP. El analisis mediante western
blot mostré que T7-TCERGI1 coprecipita EGFP-TCERGI1 y viceversa (Fig. R23).
Estos resultados indican que TCERGI1 exdgeno autointeracciona in vivo y sugieren
la hipotesis de que la sobreexpresion de TCERG1 puede “secuestrar” a TCERG1

enddgeno y causar la pérdida de integridad de los CBs.
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Figura R23. Autointeraccion de TCERGI. Se prepararon extractos celulares de células
HEK293T transfectadas transitoriamente con los plasmidos de expresion pEFBOST7-TCERGI o
vacio (T7) o con los plasmidos de expresion pcDNA3/EGFP/TCERGL o vacio (eGFP). Una fraccion
de los extractos se guardé (Input) y el resto se inmunoprecipitd con anticuerpos especificos anti-T7
y anti-GFP. Las proteinas inmunoprecipitadas se separaron por SDS-PAGE y se analizaron por WB

utilizando anticuerpos especificos para GFP, T7 y TCERG1.

2.10.  El efecto de TCERG1 sobre los CBs no esta mediado por
RNA

Como ya se menciond en la Introduccion, los CBs son estructuras donde se
ensamblan y maduran los snRNPs y donde se concentran distintos tipos de RNAs.
Por otra parte, la interaccion entre TCERG1 y NOLC1 parece estar mediada por
RNA (Fig. R5). Partiendo de esta base, decidimos estudiar la importancia del RNA
en el fenotipo observado por la inhibicion/sobreexpresion de TCERGL. Para ello se
usaron dos controles: el factor SRSF2, cuya localizacion es resistente al tratamiento
con RNAsa y las ribonucleoproteinas Sm, cuya localizacion es sensible al

tratamiento con RN Asa.

En primer lugar, realizamos el tratamiento con RNAsa en las lineas celulares
CRISPR HEK293T. En estas condiciones, el patron de localizacion de SRSF2 y

TCERG], tanto en la linea control como en las lineas silenciadas, no cambid
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respecto a los controles sin tratar mientras que la localizacion de las
ribonucleoproteinas Sm cambié para distribuirse de forma difusa por el
nucleoplasma (Fig. R24-A). Asimismo, el patron de localizacion de coilina no se
modificd con el tratamiento con RNAsa en las células control, ni cambid el efecto
de la disgregacion de los CBs en las lineas 1AC4 y 2AC2 (Fig. R24-B, paneles
izquierdos). Por lo tanto, concluimos que el efecto del silenciamiento de TCERG1
producido en la localizacidon de coilina no esta mediado por RNA. Curiosamente,
El patron de localizacion de NOLC1 en las células control si se modificé con el
tratamiento de RN Asa con respecto a las células no tratadas, mostrando una sefial
mas difusa y concentrandose en el citoplasma. El patrén de localizacion de
NOLCI con el tratamiento de RNAsa en las lineas 1AC4 y 2AC2 mostro un efecto
aun mas visible, ya que se perdia incluso la tincion de NOLC 1 en el nucléolo (Fig.

R24-B, derecha).

En segundo lugar, realizamos el tratamiento con RNAsa en células HEK293T
transfectadas de forma transitoria con el vector de expresion de TCERG1. Al igual
que lo observado en el experimento anterior, el patrén de localizacién de TCERG1
y SRSF2 no cambidé con respecto a los controles sin tratar, mientras que las
ribonucleoproteinas Sm se localizaron de forma difusa en todo el nucleoplasma
(Fig. R24-C, D). De la misma manera que ocurrié6 con las lineas silenciadas,
observamos que el RNA no parece intervenir en el efecto de disociacion de los CBs
en las células donde se sobreexpres6 TCERG1 (Fig. R24-E). Igualmente,
observamos que el cambio en la distribucion de NOLC1 tras el tratamiento con

RNAsa no se vi6 afectado por la sobreexpresion de TCERGL.
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Figura R24. La disociacién de los CBs producida por la inhibicién/sobreexpresiéon de
TCERGI1 no depende de RNA. A. Las células CRISPR HEK293T fueron tratadas con RNAsa A (0,1
mg/ml, 2h a 37°C). La proteina TCERGI se visualiz6 utilizando un anticuerpo especifico (verde).
La distribucion de SRSF2 (izquierda) y Sm (derecha) (rojo) se utilizé como control negativo y
positivo del tratamiento, respectivamente. Las imagenes muestran las tinciones individuales y la
superposicion de ambas (Merge) sin el tratamiento (paneles superiores) y con el tratamiento con
RNAsa A (paneles inferiores). Se muestran las imagenes superpuestas junto con la sefial en azul
por DAPI (Merge). B. Imagenes realizando el mismo tratamiento con RNAsa y marcando con un
anticuerpo especifico que reconoce coilina (rojo). Se muestran las imagenes superpuestas junto con
la sefal en azul por DAPI. C, D. Las células HEK293T se transfectaron con el vector de expresion
de TCERGI (eGFP-TCERG]1) y se trataron con RNAsa A (0,1 mg/ml, 2h a 37°C). La distribucién de
SRSF2 (C) y Sm (D) se verificé con anticuerpos anti-SRSF2 y anti-Sm (Y21) (rojo). Se muestran las
imagenes superpuestas junto con la sefial en azul por DAPI (Merge). E. Las imagenes muestran la
sobreexpresion de eGFP-TCERGI (verde) y el marcaje con anticuerpos especificos que reconocen
las proteinas coilina (rojo) y NOLC1 (magenta). Se muestran las imagenes superpuestas junto con

la sefial en azul por DAPI (Merge).

3. Efecto del silenciamiento de NOLC1 y coilina en la
integridad de los CBs

3.1. El silenciamiento de NOLC1 afecta a los CBs

Quisimos comprobar el efecto de una menor expresion de coilina y de
NOLC1. Para ello, sembramos células HEK293T sobre portaobjetos y las
transfectamos con un siRNA contra coilina, contra NOLC1 o bien contra GFP a
modo de control. Bajo estas condiciones, analizamos mediante
inmunofluorescencia los cambios producidos tanto en coilina como en NOLC1. Al
utilizar el siRNA especifico para coilina (siCoilin) observamos que NOLC1 solo se
acumulaba en el nucléolo y no se observaban los acimulos en el nucleoplasma
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coincidentes con los CBs (Fig. R25-A, siCoilin). Al silenciar NOLC1, se observo un
numero disminuido de CBs y la presencia de coilina en numerosos microgranulos
por el nucleoplasma (Fig. R25-A, siNOLC1). El efecto de los siRNAs utilizados en

la expresion de las proteinas se verifico mediante WB (Fig. R25-B).

A
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Figura R25. Efecto del silenciamiento de coilina y NOLC1. A. Las imagenes muestran el analisis
por inmunofluorescencia de células HEK293T transfectadas con siRNAs especificos para GFP
(siGFP), coilina (siCoilin) y NOLC1 (siNOLC1) usando anticuerpos que detectan NOLC1 (verde) y
coilina (rojo) asi como el solapamiento de ambas sefiales junto con la sefial en azul por DAPI
(Merge) B,C. Una fraccion de los lisados celulares fue analizada por western blot utilizando
anticuerpos especificos de NOLC1 y coilina para comprobar el grado de silenciamiento. El

anticuerpo anti-CDK9 se us6 como control.
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3.2. El silenciamiento de NOLC1 y coilina no afecta la

integridad de otros organulos nucleares

A continuacion quisimos comprobar si el silenciamiento de coilina o de
NOLC1 podia afectar a otros organulos nucleares, en concreto los gems y el

nucléolo. Ninguno de estos organulos se vio afectado por el silenciamiento de

coilina o de NOLC1 (Fig. R26-A).

Dado que habiamos observado cambios en la localizacion de NOLC1 y
coilina debido a la disminuciéon de la expresion de TCERGI1, nos parecié
interesante analizar si TCERG1 estaba asimismo afectado por una menor
expresion de coilina y NOLC1. Para ello, se realizé un analisis por IF utilizando
anticuerpos especificos dirigidos contra las proteinas enddgenas TCERG1 (verde),
coilina y SRSF2 (rojo). Los resultados mostraron que la localizacion de TCERG1 no
se vio afectada por el silenciamiento de esas proteinas (Fig. R26-C,D). Estos
andlisis ademds, indicaron que una menor expresion de coilina o NOLC1 no
afectaba la localizacion de los speckles nucleares, detectada usando el marcador
SRSF2. Con estos resultados concluimos que una menor expresion de coilina y
NOLC1 afecta especificamente la integridad de los CBs, pero no afecta la

localizacion de la proteina TCERGI.
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Figura R26. El silenciamiento de coilina o0 NOLC1 no afecta la integridad de gems y
nucléolo ni la localizacion de TCERGI1. A. Las imagenes muestra el analisis por IF de células
transfectadas con siRNAs especificos para GFP (siGFP), coilina (siCoilin) y NOLC1 (siNOLC1)
usando anticuerpos que reconocen las proteinas endogenas NOLC1 (verde) y el marcador de gems
SMN (rojo) asi como la superposicion de ambas sefiales (Merge). B. En la figura se muestra el doble
marcaje realizado con anticuerpos frente a nucleolina (verde) y coilina (rojo), asi como la
superposicion de ambas sefiales (Merge). C, D. El mismo experimento descrito en A y B se analizé
por microscopia usando anticuerpos especificos para TCERGI (verde), coilina (rojo, C) y SRSF2
(rojo, D). Se muestran ademas, las imagenes de la superposicion de las sefiales verde y rojo junto

con la sefal en azul por DAPI (Merge) en ambos casos.
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4. Papel de TCERG1 en la biosintesis de snRNPs

4.1. TCERGTI1 interacciona con distintos componentes

relacionados con la biogénesis de los snRNPs.

En los CBs tiene lugar el proceso de formacion y maduracion de los snRNPs.
En este proceso intervienen un gran numero de factores, muchos de ellos todavia
sin identificar. Con el fin de investigar el posible papel de TCERGI en la
biogénesis de snRNPs, quisimos analizar si TCERG1 se asocia a conocidos
componentes que intervienen en la biosintesis de los snRNPs, en concreto a CRM1,
CBP80, Intll y SMN. Para realizar estos experimentos, transfectamos células
HEK293T con un plasmido que codifica TCERG1 fusionado a un epitopo T7 o bien
con un vector T7 vacio como control negativo. Tras inmunoprecipitar con
anticuerpo anti-T7 covalentemente unido a resina de agarosa A, las muestras
fueron analizadas por WB con anticuerpos especificos dirigidos contra los factores
CRM1, CBP80 e Int11. Los datos obtenidos revelaron la presencia de CRM1, CBP80
e Intll en los inmunoprecipitados, indicando una asociacién entre TCERG1 estos
factores de la biosintesis de los snRNPs (Fig. R27-A,B). SMN es otro factor
implicado en la biosintesis de los snRNPs. La interaccion entre TCERG1 y SMN in
vitro ha sido descrita previamente (Cheng et al. 2007). En este estudio quisimos
verificar si esta interaccion se daba in vivo y si la interaccion establecida entre estas
proteinas era directa o estaba mediada por RNA. Para ello, transfectamos células
HEK293T con TCERGI fusionado a un epitopo T7 o bien con un vector T7 vacio
como control negativo. Estas células se lisaron con buffer de lisis T7 para
posteriormente, tratar los extractos proteicos con RNAsa A. Como control
positivo, células transfectadas con la misma construccion T7-TCERGI, se
sometieron a los mismos tratamientos de temperatura pero sin la adicion de

RNAsa y a continuacion, se realizaron ensayos de inmunoprecipitacion utilizando
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anticuerpos anti-T7 covalentemente unidos a resina de agarosa A sobre estos
extractos. Los extractos se analizaron mediante WB utilizando anticuerpos
especificos contra SMN. Los datos obtenidos mostraron una interaccion entre
TCERG1 y SMN solo cuando las muestras no se trataban con RNAsa (Fig. R27-C),
sugiriendo que estas interacciones estan siendo estabilizadas por la unién a RNA

en las células.

Estos resultados identifican una asociacion de TCERG1 con distintas

proteinas implicadas en la biogénesis y homeostasis de los CBs de los snRNPs.

C WCE IP aT?

Figura R27. TCERGI se asocia con distintos componentes de la biosintesis de los snRNPs. A.
Células HEK293T fueron transfectadas transitoriamente con un plasmido que codifica TCERG1
unida al epitopo T7 o un vector vacio como control negativo (Mock). Fracciones del extracto celular
total (WCE), fueron analizadas directamente por western blot o inmunoprecipitadas con anticuerpos
especificos contra T7, seguida de una separacion por SDS-PAGE y andlisis por WB utilizando
anticuerpos especificos para CRM1 y CBP80. Se muestran dos exposiciones diferentes del analisis
utilizando el anticuerpo anti-CBP80 (panel inferior). Las flechas indican la posiciéon de las
proteinas. B. Se realiz6 el mismo procedimiento experimental descrito en A, pero los extractos
fueron analizados con anticuerpos anti-Intll y anti-TCERG1. Se muestran dos exposiciones
diferentes del analisis utilizando el anticuerpo contra Intll (panel inferior) para su correcta

visualizacidn, las flechas indican las bandas correspondientes a la proteina Int11. C. Extractos de
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células transfectadas con el pldsmido pEFOBST7-TCERGI fueron tratados con RNAsa A (0,1
mg/ml, 1h 4°C) o incubadas en las mismas condiciones pero sin la adicion de RNAsa para,
posteriormente, inmnunoprecipitar con anticuerpos especificos contra T7. Se utilizaron anticuerpos

especificos contra SMN y TCERGI] para su analisis por WB.

4.2, Efecto de TCERGI1 en la formacion de snRNPs.

El complejo proceso de la biogénesis de los snRNPs requiere del ensamblaje
de siete proteinas Sm alrededor de su sitio de unidon que se encuentra en los
snRNAs para formar una estructura estable en el citoplasma, seguida por el
importe al nucleo y la posterior maduracion de los snRNPs (Matera and Wang
2014). Estudios previos del laboratorio han mostrado que TCERGI interacciona in
vivo e in vitro con las proteinas Sm (Sanchez-Alvarez et al. 2006). Para determinar
si TCERGI esta implicado en el proceso de formacion de los snRNPs, se llevaron a
cabo experimentos de inmunoprecipitacion utilizando un anticuerpo que reconoce
especificamente a las proteinas Sm (Y12) para cuantificar el RNA asociado a estas
proteinas por RT-qPCR. Utilizando las lineas celulares CRISPR HEK293T,
observamos que en las lineas 1AC4 y 2AC2, donde TCERGI se encuentra inhibido,
habia menor presencia de los snRNAs Ul, U2, U4, U5 y U6 en los
inmunoprecipitados, indicando una menor unién de esos snRNAs a las proteinas
Sm (Fig. R28-A). Resultados similares se obtuvieron al realizar el mismo
experimento a partir de extractos celulares procedentes de las lineas HAP1 control
y silenciada, con menor presencia de los snRNAs Ul, U2, U4, U5 y U6 en los
inmunoprecipitados en la linea c012 comparando con la linea control (Fig. R28-B).
Para apoyar estos resultados, se realizaron experimentos similares con células
HEK293T en condiciones de sobreexpresion de TCERGI. El andlisis por RT-qPCR
detecté mayor cantidad de snRNAs en los inmunoprecipitados en las muestras

donde TCERGI s encontraba sobreexpresado (Fig. R28-C).
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Para descartar la posibilidad de que estos resultados se debieran a que la
expresion de TCERGI estaba afectando la cantidad total de los snRNAs, se
cuantificO mediante RT-qPCR la presencia de U1, U2, U4, U5 y U6 tanto en las
lineas HEK293T como en HAP1 (Fig. R28-D,E). En ambos casos, no se observo
menor cantidad de snRNAs en las lineas silenciadas, de hecho, en el caso de las
lineas 1AC4 y 2AC2 se observo un incremento significativo en los niveles de los
snRNAs Ul y U5. Y en la linea c012 de las HAP1, se observo mayor cantidad de
Ul y U4 respecto a la linea control. Asimismo, al sobreexpresar TCERG1 no se
observaron cambios significativos en los niveles de snRNAs entre las células

control y las células sobreexpresadas.

Con el fin de comprobar si la inhibicion/sobreexpresion de TCERGI afectaba
la expresion de las proteinas Sm realizamos un andlisis mediante western blot
utilizando el anticuerpo Y12, que reconoce las proteinas Sm. Los experimentos
indicaron que no se producian cambios en la expresion de las proteinas Sm
cuando TCERGI1 se encontraba inhibido o sobreexpresado (Fig. R28-G). Ademas,
se comprobo que la cantidad de proteina inmunoprecipitada con el anticuerpo Y12
era similar en las lineas silenciadas respecto a las lineas control (Fig. R28-H). Con
estos resultados, concluimos que la expresion de TCERGI afecta la interaccion

entre las proteinas Sm y los snRNAs en la formacion de las snRNPs.
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Figura R28. TCERG1 afecta la uniéon entre las proteinas Sm y los snRNAs. A-B. Extractos

celulares de las lineas celulares silenciadas y control de las células HEK293T (A) y HAP1 (B) fueron
inmunoprecipitados con el anticuerpo Y12. El RNA unido se extrajo y se cuantific6 mediante RT-
gqPCR. C. El mismo experimento de inmunoprecipitacion y analisis por RT-qPCR se llevo a cabo en
las lineas HEK293T que habian sido transfectadas con un plasmido de expresion de TCERGI o el
plasmido vacio como control. D_F. Cuantificacion del snRNA total de extractos celulares
procedentes de las lineas CRISPR HEK293T (D), CRISPR HAP1 (E) y células HEK293T
sobreexpresando TCERGI1 (F). * P <0.05, ** P < 0.01, *** P < 0.001. G. Analisis de la expresién de las
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proteinas Sm mediante western blot en las lineas CRISPR HEK293T y CRISPR HAP1 y en las células
HEK293T sobreexpresando TCERG1 (OE). El anticuerpo que reconoce la proteina CDK9 se usé
como control. H. Extractos celulares de las lineas indicadas se inmunoprecipitaron con anti-Sm
(Y12) o anti IgG como control negativo y las proteinas se analizaron mediante SDS-PAGE y WB
usando el anticuerpo Y12. Una fraccién de las muestras se guardo antes de la inmunoprecipitacion
para su andlisis (Input). Se muestran dos exposiciones diferentes del andlisis mediante WB de las
células HAP1 (derecha) utilizando el anticuerpo anti-Y12 (panel inferior). Las flechas indican las
bandas correspondientes a la migracién de Sm, el asterisco (*) indica bandas inespecificas, y el
doble asterisco (**) indica las bandas correspondientes a la reaccién cruzada de los IgGs en la

inmunoprecipitacion.

Un defecto en el ensamblaje de los snRNPs debido a la menor expresion de
TCERGI1 debe reflejarse en una acumulacion de los snRNAs Ul y U2 parcialmente
ensamblados. Partiendo de esta base, utilizamos anticuerpos que reconocen el
extremo 5 trimetilado de los snRNAs (TMG) para realizar experimentos de
inmunoprecipitacion en las lineas celulares CRISPR HEK293T. Los resultados
obtenidos del andlisis por RT-qPCR indicaron una mayor cantidad del snRNA Ul
precipitado en las lineas 1AC4 y 2AC2, mientras que el nivel del snRNA U2

inmunoprecipitado era similar con respecto a las células control (Fig. R29-A).

Para determinar si TCERGI influye en la expresion de los precursores de los
snRNAs, realizamos nuevos experimentos de RT-qPCR cuantificando los niveles
de los precursores de los snRNA Ul y U2 (pre-Ul y pre-U2) en las células con una
menor expresion de TCERGI. Los resultados mostraron unos niveles de expresion
similares respecto a las células control tanto en las células CRISPR HEK293T como
en las células CRISPR HAP1 (Fig. R29-B, C). Estos resultados sugieren que

TCERGI no tiene un efecto directo transcripcional en la expresion de los snRNAs.
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Figura R29. Una menor expresiéon de TCERG1 da lugar a una acumulacién del snRNA U1l
parcialmente ensamblado y no tiene efecto en la transcripcidon de los precursores de los snRNAs
Ul y U2. A. Extractos celulares de células control y de las lineas 1AC4 y 2AC2 fueron
inmunoprecipitados con el anticuerpo que reconoce el TMG. El RNA del precipitado se analiz6 por
RT-qPCR para detectar cambios en los snRNAs Ul y U2. B, C. El RNA extraido de las lineas de
HEK293T (A) y HAP1 (B) se analiz6é mediante RT-qPCR para estudiar los cambios en la expresién

de los precursores de los snRNAs Ul y U2 (preU1 y preU2).

4.3. La disminucion de la expresion de TCERG1 afecta a la

sintesis de snhRNPs nacientes.

Los resultados obtenidos anteriormente indican un defecto en el ensamblaje
de los snRNPs debido a la menor expresion de TCERGI. Estos resultados pueden
deberse a un defecto en la biosintesis del complejo o bien a una pérdida de
estabilidad de los mismos. Para distinguir entre estas posibilidades, analizamos si
la produccion de snRNPs nacientes se afectaba por una menor expresion de
TCERGL. Para ello, contamos con una linea celular U20S cedida por el doctor

Angus I. Lamond (University of Dundee) (Hutten et al. 2014b) que expresa GFP-
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SmB bajo el control de doxiciclina. Esta linea celular nos da la ventaja de

diferenciar los snRNPs recién sintetizados de los snRNPs presentes ya en la célula.

El andlisis mediante western blot mostrd una expresion de GFP-SmB a las 20h
y las 48h de inducciéon mediante doxiciclina; esta induccion no afecto la expresion
de TCERGI1 (Fig. R30-A). También comprobamos que GFP-SmB colocalizd
correctamente en los CBs y en los speckles nucleares mediante IF utilizando

anticuerpos que reconocian las proteinas coilina y SRSF2 (rojo) (Fig. R30-B).

Una vez que comprobamos la correcta expresion de GFP-SmB en estas
células, realizamos un silenciamiento transitorio con un siRNA control y un
siRNA especifico para TCERG1 para, a continuacion, llevar a cabo una induccion
durante 18 horas de doxiciclina. Se prepararon extractos celulares y se realizaron
experimentos de inmunoprecipitacion utilizando un anticuerpo que reconoce el
TMG para precipitar los complejos snRNP/GFP-SmB. Estos extractos se analizaron
mediante SDS-PAGE y WB. Mientras GFP-SmB se detecté utilizando un
anticuerpo anti-GFP en las células control no pudo ser detectado en los extractos
de las células tratadas con el siRNA contra TCERGI. Estos datos sugieren que la
produccion de nuevos snRNPs es inhibida por la disminucion de la expresion de

TCERGL.
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Figura R30. Una menor expresion de TCERG1 afecta a la produccion de nuevos snRNPs.

A. Analisis mediante western blot de la expresiéon de GFP-SmB sin (-) y con (+) la adicién de
doxiciclina durante 20 h y 48 h. Los extractos fueron analizados utilizando anticuerpos especificos
contra GFP y TCERGI. El anticuerpo contra CDK9 se us6é como control. B. La doxiciclina induce la
expresion de GFP-SmB (verde), las imagenes muestran los marcajes individuales con coilina
(paneles izquierdos) y SRSF2 (paneles derechos) ambas en rojo, asi como la superposicion de las
sefiales junto con la sefial en azul de DAPI (Merge). C. Extractos celulares de la linea U20S
transfectada transitoriamente con un siRNA contra TCERGI o control fueron inducidos con
doxiciclina (10 ng/ml) durante 18 h. Después de ese tiempo, una fraccion fue analizada por WB
(Input) y el resto fue inmunoprecipitada con anticuerpos anti-TMG. A continuacién se separaron

las proteinas por SDS-PAGE y se analizaron por WB, utilizando anticuerpos anti-GFP.
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TCERGI interacciona con la fosfoproteina NOLC1 in vivo. Los dominios FF4
y FF5 de TCERGI1 son necesarios para que interaccione con la proteina
NOLCI. Dentro de esos dominios, las fenilalaninas 903 y 961 son esenciales
para la unién de TCERG1 con NOLC1 in vivo. Esta interaccion estda mediada

por RNA.

TCERGI interacciona con coilina y se localiza en la periferia de los CBs en

células.

La deplecion de TCERGI afecta la integridad de los CBs. Una disminucion de
la expresion de TCERG1 da lugar a un menor nimero y tamafo de CBs por
nucleo celular. La menor expresion de TCERG1 no afecta a la expresion de
coilina. El efecto de TCERGI sobre los CBs es especifico ya que la reexpresion

de TCERGI rescata el fenotipo de las células silenciadas.

La sobreexpresion saturante de TCERG1 afecta de forma especifica a la
integridad de los CBs. Las fenilalaninas 903 y 961 de los dominios FF4 y FF5
median este efecto. La sobreexpresion de TCERGI no afecta a la expresion de

coilina.

La inhibicion o la sobreexpresién saturante de TCERG1 no afecta
significativamente a otros organulos nucleares como los speckles, gems, HLB o

el nucléolo.
TCERGT1 autointeracciona in vivo y puede formar homocomplejos.

El silenciamiento de NOLC1 o coilina no afecta a la localizacion de TCERGI,
pero si afecta a la integridad de los CBs. No afecta el fenotipo de otros a

organulos nucleares como speckles, gems, o nucléolo.

135



10.

11.

12.

TCERGI interacciona con distintas proteinas implicadas en la biogénesis y
homeostasis de los CBs de los snRNPs como CRM1, CBP80 e Intll y SMN.
La interaccion de TCERG1 y SMN estd mediada por RNA.

La inhibicion de la expresion de TCERGI afecta a la union de las proteinas
Sm a los snRNAs y por tanto, afecta a la formacion de los complejos snRNPs.
En cambio, una sobreexpresion de TCERGI1 favorece la union de las

proteinas Sm a los snRNAs.

Ni una disminucion de la expresion, ni una sobreexpresion de TCERGI1

afecta a la cantidad total de snRNAs.

TCERG1 no tiene un efecto directo transcripcional significativo en la
expresion de los snRNAs, al medir los niveles de pre-Ul y pre-U2 en las

lineas celulares silenciadas de TCERGI.

La disminucion de la expresion de TCERGI1 afecta a la sintesis de snRNPs

nacientes.
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Los principales hallazgos de esta tesis doctoral son dos: TCERGI tiene un
papel importante en 1) la integridad de los CBs, y en 2) el ensamblaje del complejo
formado por las proteinas Sm y los snRNAs durante el proceso de biogénesis de

los snRNPs.

Esta tesis se inicio buscando factores asociados a la sefial de localizacion a los
speckles nucleares de TCERGI. Estudios previos habian demostrado que los
dominios FF4 y FF5 de TCERGI1 eran los responsables de la localizacion de
TCERGI a la periferia de los speckles nucleares Dentro de esos dominios, los
residuos de fenilalanina F-903 y F-961 eran esenciales para la integridad de los
mismos y, por ende, de la sefal de localizacién nuclear (Sanchez-Hernandez et al.
2012). Posteriormente se identifico una asociacion especifica de estos dominios con
la proteina nucleolar NOLC1 in vitro. Esta asociacion parecia ser especifica para la
version silvestre de los dominios FF4/FF5, ya que mutaciones en los residuos F-903
y F-961 de esos dominios impiden dicha asociaciéon ((Sanchez-Hernandez

2013),ver Introduccion).

Los experimentos iniciales realizados en esta tesis han corroborado la
asociacion especifica entre los dominios FF4 y FF5, que comprenden la secuencia
desde el aminodcido 878 hasta el aminoacido 1021, y NOLC1 en células (Figura
R1). Dado que NOLCI se localiza, ademas de en el nucléolo, en los CBs, no fue
una sorpresa observar que TCERGI se localiza en la periferia de esos cuerpos
nucleares (Figura R7). Ademas TCERGI interacciona con coilina (Fig. R6 - C) y
ésta a su vez con NOLC1 (Fig. R6 - B), por lo que estas proteinas podrian estar

formando un heterocomplejo.
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1. Diferencias en la expresion de TCERGI1 alteran la
integridad de los CBs

Los resultados obtenidos nos hicieron investigar en profundidad la relacion
de TCERG1 con los CBs. Los CBs son organulos nucleares conservados,
involucrados en las fases nucleares de la biogénesis de los snRNPs, elementos
esenciales para que se dé lugar el splicing. A pesar de haber sido descubiertos hace
mas de 100 afios, los estudios sobre la formacion y la estabilidad de los CBs
comenzaron hace unas dos décadas y todavia no ha sido dilucidado en detalle
hasta la fecha. En esta tesis mostramos que TCERGI afecta la integridad o
formacion de los CBs. La inhibicion de TCERG1 en varias lineas celulares produce
la disgregacion de los CBs, medida por la deslocalizaciéon de su componente
estructural coilina (Figuras R10, R12, R14). Este efecto es especifico ya que la
sobreexpresion controlada de TCERGI restaura la arquitectura de los CBs en las
lineas celulares silenciadas (Figura R17). Ademas, el efecto de la inhibicion de
TCERGTI sobre los CBs parece ser unico para estos cuerpos nucleares, ya que no
afecta a la estructura de otros organulos nucleares, quizas con la excepcion de los
speckles (Figuras R15, R16 — C, D). El efecto de la inhibicion de TCERG1 sobre los
speckles no es total en el sentido de que desaparezcan, pero si que se aprecia un
cambio en su morfologia ya que parecen ser de menor tamafio y mas difusamente
distribuidos (Figuras R9- D, R11). Serd interesante continuar investigando el papel

de TCERGI en la formacién de los speckles en el futuro.

El efecto de la inhibicion de TCERGI1 es reminiscente del efecto que se
observa cuando no hay coilina en distintos organismos (Collier et al. 2006; Liu et
al. 2009; Strzelecka et al. 2010; Tucker et al. 2001). La inhibicién de otras proteinas
involucradas en la maduracién de los snRNPs, como SMN, TGS1, PHAX (Girard
et al. 2006; Lemm et al. 2006), INTS4 (Takata et al. 2012), WRAP53 (Mahmoudi et
al. 2010) o USPL1 (Hutten et al. 2014a) provoca el mismo efecto sobre los CBs.
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Estos datos sugieren la presencia de complejos multiproteicos que regulan la
integridad o formacion de los CBs. De hecho, hemos podido comprobar en esta
tesis como TCERG1 se asocia a varios de los componentes que regulan la
biogénesis de los snRNPs, como el factor del complejo Integrator INT11, la proteina
de unién al extremo cap CBP80 y la proteina CRM1 (Figura R27), implicada en el
transporte del nucleo al citoplasma de diferentes clases de RNAs celulares. La
inhibicién de NOLC1 (al igual que TCERG1) deslocaliza a la coilina (Figura R25),
apoyando la existencia de un complejo multiproteico importante para la
homeostasis de los CBs. La presencia de NOLCI en los CBs puede estar
relacionada con la maduracion de los snoRNPs que también tiene lugar en los CBs,
por lo que se concentran distintos factores implicados en su biosintesis y
procesamiento (Boulon et al. 2004). Es interesante sefalar que la pérdida de la
localizacion de NOLCI1 en los CBs se ha relacionado con la severidad de la atrofia

muscular espinal (SMA) (Renvoise et al. 2009).

Por dltimo, no podemos olvidar el posible papel del RNA en el
establecimiento de estas interacciones. El tratamiento con RNAsa A disminuy® la
asociacion de TCERG1 con NOLC1 (Figura R5), lo que sugiere que esta interaccion
es dependiente de la integridad del RNA, bien de forma directa o mediada por
otras proteinas unidas al RNA. El tratamiento con RNAsa A no modificé el efecto
de la inhibicion de TCERGI en el fenotipo de los CBs (Figura R24), sugiriendo que
una vez formado el organulo el RNA ya no es necesario para el mantenimiento de

su integridad.

¢Cual es el mecanismo por el cual TCERGI afecta a la integridad de los CBs?
Hemos comprobado que TCERGI est4 presente en la periferia de los CBs, pero no
en su nucleo o core, (Figura R7), sugiriendo que ni es un componente constitutivo
de los CBs ni asiste a coilina como una proteina de anclaje para la formacion de los
CBs. Una posibilidad es que TCERG1 pueda estar controlando la expresion de

algin componente fundamental de este cuerpo nuclear, dado su papel en la
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transcripcion y el splicing de numerosos genes celulares (Munoz-Cobo et al. 2017;
Pearson et al. 2008). También nos fijamos en la interaccion de TCERG1 con SMN,
proteina que ha sido implicada en el ensamblaje del anillo Sm y cuya inhibicion
produce defectos en la formacion de los CBs (Raimer, Gray, and Matera 2017). Sin
embargo, nuestros resultados muestran que la localizacion de SMN en Gems no
esta afectada por diferencias en la expresion de TCERG1 (Fig R15 —-A, B), por lo
que es poco probable que SMN sea el factor involucrado en la desestabilizacion de

los CBs con la inhibicion de TCERGI.

Una tercera posibilidad se centra en el papel de los snRNPs como elementos
estructurales de los CBs. La formacion de los CBs depende de la presencia de los
snRNPs (Lemm et al. 2006; Sleeman, Ajuh, and Lamond 2001). Ademads, snRNPs
inmaduros inducen la formacion de CBs en células donde no existian estas
estructuras, mientras snRNPs maduros no generan nuevos CBs (Novotny et al.
2015; Roithova et al. 2018). Estos datos apoyan un modelo de autoensamblaje a
través de la coilina, en el que diferentes especies de RNA nuclean CBs inmaduros,
llamados sub-CBs, que se fusionan para ensamblar CBs maduros (Machyna, Heyn,
and Neugebauer 2013). TCERGI1 podria alterar la formacion o arquitectura de
estos orgdnulos interfiriendo con los sub-CBs dependientes de snRNPs por inhibir
la formacién de los complejos Sm-snRNP (ver mds adelante). De hecho, hemos
observado que existe una mayor colocalizacion de TCERGI y coilina en células en
fase G1, donde la transcripcion de los genes de los snRNAs es mas elevada, por lo
que hay un mayor reclutamiento de los mismos hacia la periferia de los CBs,

incrementando la tasa de biogénesis de los snRNPs.

Paraddjicamente, la sobreexpresion saturante de TCERGI tiene los mismos
efectos en el fenotipo de los CBs que la inhibicion de la expresion de TCERG1
(Figura R18). Al igual que sucede con la inhibicion de la expresion de TCERG], la
sobreexpresion de este factor no afecta el fenotipo de otros organulos nucleares

(Figura R21). El fenomeno de la disgregacion especifica de los CBs en condiciones
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tanto de inhibicién como de sobreexpresion saturante ha sido también descrita con
la coilina y con WRAP53, un componente de los CBs (Hebert and Matera 2000;
Mahmoudi et al. 2010). Dados estos resultados, planteamos la hipotesis de que el
fenotipo producido por la sobreexpresion de TCERG1 (o de los factores
anteriormente mencionados) pudiera ser debido a un efecto de interferencia
negativa entre proteinas exogenas (es decir, ectopicamente expresadas) y
enddgenas. Si esto fuera asi, TCERGI deberia de interaccionar consigo mismo en
las células. Los resultados obtenidos en los experimentos de sobreexpresion de
distintas construcciones de TCERGI1 con distintos epitopos seguidos de
inmunoprecipitacion con anticuerpos especificos confirmé la interaccion de las
proteinas sobreexpresadas y con la proteina endogena, apoyando el modelo de
“secuestro” de TCERG1 endogeno que conduciria a la pérdida de la integridad de
los CBs. Claramente, hacen falta mas experimentos para entender el mecanismo de
este fendmeno que ocurre con varias proteinas importantes para la homeostasis de

los CBs.

2. Papel de TCERGI1 en la biosintesis de los snRNPs

El segundo hallazgo importante y novedoso de esta tesis es la implicacion de
TCERG1 en la biogénesis de los snRNPs. El defecto en la asociacion de las
proteinas Sm con los snRNAs para formar el complejo snRNP lo hemos observado
combinando estrategias de inhibicion de la expresion de TCERGI con
experimentos de inmunoprecipitacion (Fig. R28 — A, B). La formacion de este
complejo tras la inhibicion de TCERG] se ve también disminuida al monitorizar la
expresion de una proteina de fusién GFP-SmB (Fig. R30). El papel de TCERGI en
la formacion del complejo Sm-snRNP no parece implicar un efecto sobre la
transcripcion de los snRNAs dado que, en las condiciones experimentales usadas,

los niveles de los snRNAs enddgenos no estan disminuidos (Fig R28 D, E). De
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hecho, los niveles de los snRNAs enddgenos se encuentran aumentados por la
inhibicion de TCERGI, lo que es sorprendente dada la inhibicién del ensamblaje
de los snRNPs. A falta de una explicacion basada en datos experimentales,
intentamos explicar este hecho como un mecanismo compensatorio como
respuesta a las perturbaciones en la formacion de complejos snRNPs maduros, ya
sea porque los snRNAs son mas estables o porque sus vias de degradacion estan
siendo afectadas. Las observaciones descritas de que los complejos snRNPs, pero
no los snRNAs, sean capaces de generar nuevos CBs después de su deplecion y
que el anillo de Sm sea suficiente para dirigir a los snRNPs a los CBs (Roithova et
al. 2018) estarian de acuerdo con el modelo anteriormente expuesto en el cual la

inhibicion de TCERGI interferiria con la formaciéon de complejos sub_CBs.

En el proceso de su biogénesis, los snRNAs se mueven desde el nucleo al
citoplasma y regresan a los CBs nucleares antes de dirigirse y almacenarse en los
speckles, desde donde salen para participar en el proceso de splicing del pre-
mRNA. TCERGI se identificé como una proteina de localizacion nuclear (Sufié et
al. 1997) y trabajos posteriores, incluyendo esta tesis, han confirmado esta
localizacién (Sanchez-Alvarez et al. 2006; Sanchez-Hernandez et al. 2012). Sin
embargo, un trabajo reciente ha identificado la presencia de TCERGI en el
citoplasma de células neuronales (Munoz-Cobo et al. 2017), por lo que planteamos
que TCERG1 pueda desplazarse del ntcleo al citoplasma para modular la
formacion de los complejos Sm-snRNPs. Los datos ya publicados mostrando
interacciones de TCERG1 con proteinas Sm (Sanchez-Alvarez et al. 2006) y los
mostrados en esta tesis acerca de la asociacién de TCERGI con coilina (Fig R7) y

su implicacion en la biogénesis de los snRNPs apoyan esta hipotesis.

En el futuro sera interesante profundizar en el papel de TCERGI1 en la
biogénesis de los snRNPs y en la formacion de los CBs para relacionarlo con la

funcion de TCERGI en la regulacion del splicing alternativo.
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