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RESUMEN

Los RNAs Mitocondriales No Codificantes (RNAmtne) constituyen una familia
de nuevos transcritos mitocondriales en los cuales el RNA mitocondrial 16S sentido o
antisentido estan unidos a fragmentos del RNA. complementario o repetidos invertidos
(RI). En consecuencia, estos transcritos tienen horquillas de diferente tamafio y asas de
longitud variable. Estos transcritos requieren de transcripcion mitocondrial para su
sintesis, pero no estan codificados directamente en el DNAmt. Hemos sugerido que la
sintesis de los RNAmtnc es una reaccién post-transcripcional. Llamamos RNAminc
sentido al transcrito que presenta un RI unido al extremo 5” del 16S sentido y RNAmtnc
antisentido al transcrito que contiene un RI unido al extremo 5 del 168 antisentido.

Células normales humanas en proliferacién expresan tanto el RNAmtnc sentido
como el RNAminc antisentido a diferencia de células quiescentes, que no expresan
ninguno. En contraste, las células tumorales expresan el RNAmtnc sentido y reprimen la
expresion del RNAmtnc antisentido. Por lo tanto, un cambio drastico en la expresidn de
los RNAmtnc antisentido ocurre durante la transformacion y diferenciacién neoplésica.
Para determinar la expresion de estos transcritos durante la diferenciacion de una célula
normal, se utilizd como modelo la diferenciacidn de mioblastos de raton (C2C12) a
miotibulos in vitro. Previamente se determind y caracterizdé la estructura de los
transcritos sentido y antisentido del ratén, Las células C2C12 expresan tanto el RNAmtne
sentido como el antisentido. Al diferenciarse, en la gran mayoria de miotibulos se
observa represion de ambos transcritos. También se comprobo el fenotipo neoplasico

humano de los RNAminc en células tumorales de ratomn.




ABSTRACT

The Non Coding Mitochondrial RNA (ncmtRNA) constitutes a family of novel
mitochondrial transcripts in which the sense or antisense 16S mitochondrial RNA are
joined to a complementary fragment of RNA or inverted repeat (IR). These transcripts
have loops of different sizes and stems of variable length. They require mitochondrial
transcription for their synthesis, but they are not directly coded in the DNAmt, so we
suggest that the synthesis of the ncmtRNA is a post-transcriptional reaction. We have
named the transeript that presents an IR joined to the sense 168 5” end, sense ncmtRNA;
and the transcript that contains an IR joined to the antisense 16S 5° end, antisense
ncmtRNA.

Human normal proliferating cells express both the sense and antisense
nemtRNAs, in contrast to the quiescent cells which repress both. On the other hand,
tﬁmor cells express the sense ncmtRNA and repress the antisense ncmtRNA. This means
that a drastic change in expression of the antisense ncmtRNA occurs during neoplastic
transformation and differentiation. To determine the change in expression of these
transcripts during normal cell differentiation, we used as a differentiation model the in
vitro C2C12 mouse myoblast conversion to myotubules. The structure of the mouse sense
and antisense ncmtRNA was also determined and characterized. After differentiation, a
marked repression of both transcripts is observed in the newly formed myotubules. We

also confirmed the ncmtRNA neoplastic phenotype in mouse tumor cells.




INTRODUCCION
DNA Mitocondrial

Fl DNA mitocondrial de raton es una molécula de doble hélice circular cerrada
que consta de 16.500 pares de base (pb) y cuya secuencia se conoce en su totalidad (Bibb
y col, 1981). Este DNA codifica para 37 genes que corresponden a los dos RNAs
ribosomales 168 y 128, 22 RNAs de transferencia y 13 polipéptidos componentes de los
complejos respiratorios de la membrana interna mitocondrial. La cadena pesada (I) del
DNA mitocondrial codifica los dos RNAs ribosomales, 14 RNAs de transferencia y 12
polipéptidos, mientras que la cadena liviana (L) contiene solamente informacién para 8
RNAs de transferencia y la subunidad ND6 del complejo 1. Entre los RNAs de
transferencia de fenilalanina (RNAtPhe) y de prolina (RNAtPro) existe un segmento no
codificante de alrededor de 1121 pb denominado D-loop, donde se encuentran los
promotores que regulan la transcripcién de las hebras H y L (Anderson y col, 1981.,

Clayton y col, 1992., Shadel y col, 1997.,Taanman, 1999) (Figura 1),
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Figura 1. Mapa genético del DNA mitocondrial. Se representan las dos hebras del DNA
con los genes que codifican: RNAr (128 y 16S), RNALt, sefialados con la abreviatura del
aminoécido que transportan, y secuencias codificadoras de proteinas (CO: Subunidades
Citocromo C oxidasa; CYT B: Citocromo B y ND: Subunidades de NADH
deshidrogenasa, ATPasa 6 y 8). H1, H2 y L, indican los lugares de iniciacién de la
transcipcion de la hebra pesada y de la ligera, respectivamente. OH y OL simbolizan los
origenes de replicacién de la cadena pesada y de la ligera, respectivamente.

Ambas cadenas de DNA mitocondrial (DNAmt) se transcriben como dos
transcritos policistronicos, los cuales son posteriormente procesados. Por otro lado, la
sintesis del DNA mitocondrial es unidireccional, asimétrica y requiere de dos origenes de
replicacion diferentes, uno para la cadena pesada (OH), localizado en la zona del D-loop,
y otro para la cadena ligera (OL), situado entre los genes de los RNAt Cys y RNAt Asn
(Shadel y col, 1997., Taanman, 1999). La replicaciéon comienza con la sintesis de un
pequefio RNA iniciador, originado por el procesamiento de un RNA transcrito a partir del
promotor de la cadena ligera, que se prolonga por la accién de la DNA polimerasa
gamma especifica de la mitocondria. La replicacion de la cadena L requiere de la accidén

de vna primasa especifica y solo comienza cuando el desplazamiento de la cadena H ha




dejado la zona de origen de replicacién OL en forma de cadena sencilla. La sintesis de la

cadena naciente L termina después que ha terminado la cadena pesada (Clayton, 1992).

RNAs Mitocondriales No Codificantes

Al determinar la naturaleza de los RNAs enriquecidos en el espermatozoide
mediante analisis de bibliotecas de DNAc de raton, se encontrd una nueva familia de
RNAs mitocondriales no codificantes. Este transcrito tiene un repetido invertido (RI) de
121 nucledtidos (nts) covalentemente unido al extremo 5° del RNA ribosomal
mitocondrial 16§ (RNAmtr 168) (Villegas et al, 2000). El RI es totalmente
complementario a la regidon correspondiente al RNA ribosomal 16S, desde la posicion
241 a la 360, por lo que formaria una horquilla con una regién doble hebra de 121 pb y
un asa de 120 nts (Figura 2). Los estudios han demostrado gue este transcrito no
corresponde al producto de un pseudogen mitocondrial, ni tampoco es codificado
directamente por el genoma de la mitocondria. Por tal motivo, hemos postulado que la
sfntesis de este RNA requiere de los transcritos de las hebras H y L del DNAmt, Como la
transcripcién de ambas hebras estd regulada por dos promotores distintos e
independientes, se llamé anteriormente a este transcrito RNA quimérico (Villegas et al.,
2000), pero dado que este término puede llevar a confusion, en este trabajo se le

denominard como RNA mitocondrial no codificante (RNAmtnc).
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Figura 2. Estructura del RNAmtnc de raton. El RNAmt 16S (rojo) se encuentra
covalentemente unido a un repetido invertido de 121 nts (azul).

Dos formas de este RNAmtnc fueron encontradas en tejidos de raton. En la
posicién 121, la cual corresponde al ultimo nucleotido en el extremo 3 del RI, justo en el
lugar del empalme con el 16S RNAmt, el transcrito contiene ya sea una U o una C,
convirtiéndose en la primera evidencia de un proceso de edicion de un RNA ribosomal

mitocondrial en mamiferos (Villegas et al., 2002).

Mediante amplificacion por PCR de DNAc e hibridacion in situ (HIS), se ha
demostrado la expresion del RNAmtnc, tanto en lineas tumorales humanas (HeLa, HL60,
SiHa, HepG2, DU145, PC-3, Ramos, Jurkat, MCF/7, Devernell, Caco-3, B16 y NSO0/2),
como en células cancerigenas presentes en biopsias humanas (tumores de mama, pulmon,

colon, prostata, cuello uterino, tumor gastrico) (Burzio y col, 2005, PCT).

Contrario a la estructura del RNAmtnc de raton, el transcrito humano contiene

RI de 815 nucle6tidos unidos al extremo 5° del RNA mitocondrial 16S. Por lo tanto,

contiene una larga estructura doble hebra de 815 pb y un asa de 40 nucleotidos (Burzio y
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col, 2005, PCT). Por hallazgos que se describirdn a continuacion, hemos denominado.a

este transcrito como RNAmtnc sentido.

HIS de células normales humanas, como HUVEC, AMG-3, HFK (queratinocitos
de prepucio humano) y linfocitos circulantes estimulados con fitohemaglutinina, revelan
ademds de la expresion del RNAmtnc sentido, la expresion de un RNAmtnc antisentido
(Figura 3). Ambos RNAmtnc, sentido y antisentido, no son detectados en células no
proliferantes o quiescentes. £l RNAmtnc antisentido corresponde a una nueva familia de
RNAs que poseen un repetido invertido de longitud variable unido al extremo 5° del
RNA 16S mitocondrial antisentido, el cual es transcrito desde la hebra L del DNAmt
(Burzio y col, 2005, PCT). En resumen, el RNAmtnc sentido se expresa tanto en células
proliferantes normales y tumorales, mientras que el antisentido se expresa en células
normales y es reprimido en células tumorales. Para poder establecer la secuencia de estos,
se disefiaron nuevas estrategias experimentales, ya que con los métodos convencionales
de clonamiento de RNAs no se obtienen resultados satisfactorios, agregandole a lo
anterior problemas en la secuenciacion. Estos problemas se originan por el
desplazamiento durante la replicacion (replication slippage) que ocurre cuando existen

horquillas muy estables en los RNAs (Viguera y col, 1999; Viguera y col, 2001),

12
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Figura 3. Estructura de los RNAmtnc humanos sentido y antisentido, respectivamente.
En rojo se presenta la secuencia proveniente de la hebra H del genoma mitocondrial y en
azul la proveniente de la hebra L.

Los resultados anteriores permiten plantearse el porqué de la gran diferencia
estructural entre el RNAmtnc sentido de humano y el RNAmtnc sentido de raton.
Ademas, es razonable preguntarse si también en células normales en proliferacion de
raton, se expresa un RNAmtne antisentido y cual es la estructura de él. Como se describié
anteriormente, una caracteristica aparentemente universal de las células tumorales
humanas, es la represion del RNAmtnc antisentido. Si esta represion del RNAmtnc
antisentido es una caracteristica general de las células neoplésicas, se deberia esperar que

esta expresion diferencial también deberia ocurrir en células tumorales de raton.




Diferenciacion Celular

Como se describi6 anteriormente, existe una estrecha relacién entre la expresion
de los RNAmtnc y el proceso de proliferacién celular, ya que estos transcritos tienen
bajos niveles de expresion en células no proliferantes. Como el proceso de diferenciacion
esté relacionado_ con una disminucién en la proliferacién celular, nos planteamos que
ocurriria con la expresion de estos RNAs en un modelo de diferenciacion en células de
ratén. Las células C2C12 tienen la capacidad de diferenciarse irreversiblemente a
miotibulos contractiles (Yaffe D y Saxel O, 1977). La salida del ciclo celular en
mioblastos es promovida por la expresién de MyoD y moléculas del tipo hélice-asa-
hélice (Yun y col., 1996), las cuales son generalmente factores de transcripeion de genes
que favorecen la diferen.ciacic')n. Por su parte, los inhibidores de la diferenciacion (Id),
entre los cuales encontramos algunos proteoglicanos, son estimulados por factores de
crecimiento, presentes en suero fetal bovino (Gauthier-Rouviere y col, 1996). Cuando las
células son privadas de estos mitdgenos, los niveles de los Id decrecen (Benezra y col.,
1990). El proceso de diferenciacion de las células C2C12 puede ser dividido en cuatro
eventos temporalmente diferentes. Primero, el compromiso con la via miogénica
representada por el a@ento de los niveles de miogenina; segundo, la salida irreversible
del ciclo celular coincidente con la induccidn de p2l; tercero, la diferenciacion
fenotipica; y por tltimo, la fusion celular (Andrés y col., 1996). Es de vital importancia la
regulacién positiva del inhibidor de la ciclina dependiente de quinasa p2l, ya que la

expresion de esta proteina, constituye el punto sin retorno del proceso de miogénesis

14




(Andrés y col., 1996). Por lo tanto, este modelo representa una potente oportunidad para

determinar la expresion de los RNAmtne durante la diferenciacion celular.
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HIPOTESIS

—

Durante €l proceso de diferenciacion miogénica de células C2C12, la expresion

de los RNAmtnc es reprimida.

OBJETIVO GENERAL

Determinar la expresion de los RNAmtne durante el proceso de diferenciacion

miogénica de células C2C12

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Re-evaluacion del largo del RI del RNAmtnc sentido de ratén.

2. Identificacién del putativo RNAmtnc antisentido de ratén.

3. Determinar la expresion conjunta de los RNAminc con marcadores de
proliferacién.

4. Determinar la expresion diferencial de los RNAmtnc en células de mieloma
(NS0/2) y de melanoma (B16) de ratén.,

5. Definir protocolo de cultivo 6ptimo para lograr diferenciacion en C2C12.

6. Determinar la expresion de los RNAmtnc durante la diferenciacién de células

C2C12 en miotabulos.

16




MATERIALES Y METODOS

Cultivo Celular

La linea celular de mioblastos de ratén C2C12 fue cultivada en medio DMEM
(Gibco) conteniendo 10% de suero fetal bovino, 2mM de glutamina, 50pg/ml de
penicilina y estreptomicina y 0,1 mM de aminoéacidos no esenciales. Para inducir
diferenciacidén a miotibulos, se cambi6 a un medio de diferenciacién cuando las células
se enconiraban a un 80% de confluéncia aproximadamente. Este medio contiene DMEM
con 3% de suero de caballo, 2mM de glutamina, 50ug/mL de penicilina y streptomicina,
0,1 mM de aminodcidos no esenciales y 10pM de insulina bovina recombinante. Las
Hneas celulares tumorales NSO/2 y B16 fueron cultivadas con el mismo medio de

crecimiento ocupado con las C2C12.

Exiraccion de RNA total de lineas celulares

RNA total de células C2C12 y de testiculo de rat6n, fue extraido con Trizol
(Invitrogen). Siguiendo las instrucciones del proveedor, se utilizé 1 ml por cada 10 cm®
de superficie de cultivo. Posterior a una incubacion por 3 min, se afiadié 0,2 volimenes
de cloroformo. Luego de homogenizar por inversion, se procedié a centrifugar por 15

min a 14.000 x g a 4°C. A continuacion, se rescaté el 75% de la fase acuosa, para luego

17




precipitarla con 1 volumen de isopropanol, durante 10 min a temperatura ambiente (TA)
o 2 h a -20°C. Posteriormente, se centrifugd nuevamente en las mismas condiciones por
10 min y se lavo el sedimento con etanol frio al 75%. El precipitado fue centrifugado a
8.000 x g por 5 min, se sec6 durante 15 min a TA, se resuspendié en agua estéril libre de

nucleasas y se guardé a -80°C hasta su uso.

rd

Extraccion de RNA total de células somaticas de raton

Un ratén adulto fue sacrificado por dislocacion cervical y se exirajeron los
testiculos. Se colocaron éstos tltimos en Trizol y se trituraron utilizando el “Ultraturax”
a méxima velocidad en hielo. Una vez homogeneizados, se incubaron por 10 min a 37°C,
con el objeto de lograr la total lisis celular. Se procedi6 a centrifugar por 10 min a 12.000
X g, con el objeto de eliminar el material no disuelto. Posteriormente, para extraer el RNA

del sobrenadante, se traté segiin lo descrito en el punto anterior,

Determinacion de concentracion de RNA

Para estimar la concentracién del RNA obtenido, se procedié a determinar la

absorbancia de una alicuota de éste, diluido en agua. Para calcular la concentracion, se

considerd que 1 D.O. a 260 nm, equivale a 40 pg/ml de RNA (Sambrook y col.,1989). El

18




grado de contaminacién con proteinas se considerd apropiado, si la razén 260nm/280nm,

se encontraba entre 1,6 y 2,0.

PCR de transcripeion reversa

La transcripcion reversa se llevd a cabo con 100 ng de RNA total fresco, al cual
se adiciono 2 pL de hexdmeros al azar (25 ng/pL), y hasta 12 ul final con agua libre de
nucleasas. La mezcla se incub6 por 5 min a 80°C, se enfrié de inmediato en hielo y luego
de incubarse por 5 min, se agregaron 4 pL de tampén de reacciéon MMLV 5X (250 mM
Tris-HC1 , pH 8.3, 250 mM KCI, 50 mM MgCl2, 2,5 mM espermidina), 2 pL de 50 mM
DTT, 1 pL de mezcla 10 mM dNTPs y 1 pL de MMLYV transcriptasa reversa (200
U/uL). La mezcla se incub6 10 min a 25°C, seguida de una incubacién final a 37°C por
50 min. Las muestras se guardaron a -80°C hasta su uso. Para la reaccion de la
polimerasa en cadena se utilizaron 2pl. de DNAc, a los cuales se agregaron 5 uL de
tampén de reaccién 10X (500 mM KCl, 100 mM Tris-HCL, pI 9.0, 1% Tritén X-100),
1.5 pL de 50 mM Mg,Cl, 1pL de la mezcla 10 mM de dNTPs y 1 pL de cada partidor
sentido y antisentido de concentracién 50 pmoles/pL. Se llevé a un volumen final de
49,5 pL con agua estéril, se selld con una gota de aceite mineral y luego se realizé un
programa de desnaturacién progresiva consistente en 5 min a 95°C, A cada tubo de
reaccién se agregaron 2,5 U de Taq polimerasa (Invitrogen) al término de los 5 min a
95°C. La amplificacion se realizé con un programa que considerd 30 ciclos de

desnaturalizacion a 95°C por | min, apareamiento entre 56 y 60°C por 1 min,
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dependiendo de la sonda utilizada, y polimerizacion a 72°C por 1 min. Se terminé a 72°C

por 10 min, para completar la elongacion de las cadenas de DNA inconclusas.

Determinacion del largo del repetido invertido de los RNAmtnc

Para determinar la extension del RI de los RNAmtnc, se aislé RNA total de
células C2C12 a un 80% de confluencia y se amplificé usando el protocolo de RT-PCR
anteriormente revisado, usando el partidor 1, el cual estd posicionado en la region del asa,
¥ un conjunto de partidores ‘antisentidos a lo largo del extremo 3 del RNAmtnc. Es
interesante notar, que todos estos partidores (incluido el partidor 1) son antisentidos para
el 165 y ambos apuntan al mismo extremo de éste, por lo tanto, son especificos para el
RNAminc (figura 4a). Vale recordar que el RNAmtnc, ho se encuentra codificado como
tal en el genoma, por lo tanto, como control negativo, bastaria hacer una reaccién sin la
presencia de la transcriptasa reversa (figura 4). El partidor 2, corresponde al extremo 5
del RI de 121 nts descrito anteriormente (Villegas et al., 2000). Para el RNAmtnc
antisentido, se realizé la misma aproximacion, esta vez con el partidor 11, el cual estd
posicionado en la regién del asa monohebra en combinacién con los partidores 12, 13,

14, 15 o 16. Estos tiltimos, se encuentran a través del RI putativo (figura 10a).
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Electroforesis en geles de agarosa

Con ¢l objeto de visualizar los productos de amplificacién, una alicuota de 10
pL de la mezcla de reaccion, se mezclé con 1/10 de volumen de tampén de carga (0,25%
azul de bromofenol y 30% glicerol en agua). La electroforesis $e realizd en geles de
agarosa al 2% p/v en tampon TAE 1X (50X: 2 M Tris-base, I M 4cido acético glacial y
50 mM EDTA pH 8.0) a 60 volts por 60 min. Finalizada la electroforesis, los geles se
tifieron con bromuro de etidio por 15 min y fueron visualizados en un transiluminador de

luz UV (Sambrook y col., 1989).

Marcaje no radioactivo de oligonucleétidos

Las sondas utilizadas, entre 20 a 24 mer, se marcaron en el extremo 3’ con
digoxigenina-11-dUTP, utilizando la enzima TdT. Para ello, en un volumen final de
reaccién de 10 pL, se agregaron 2 pL. de tampén de reaccién 5X (500 mM  cacodilato de
potasio, pHI 6.8, 5 mM CoClz, 0,5 mM DTT), 1 pL. 9 mM dATP, 1 pL 1 mM
digoxigenina-11-dUTP, 1 uL de sonda 35 pmoles/pL y 1 pl. de TdT (19 U/uL,
Promega). La mezcla se incubo a 37°C por 30 min en un bafio de agua, se detuvo en frio
y se adicioné 1 mM final EDTA para evitar degradacién por nucleasas. Las sondas

marcadas se guardaron a -20 °C hasta su uso posterior.
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Hibridacién in situ (HIS)

Las células C2C12, NSO/2 y B16-F10 fueron cultivadas en placas de cultivo de
35mm (Corning) hasta llegar a un 70-80% de confluencia. Se lavaron con buffer TBS tres
veces, para luego ser fijadas con paraformaldehido al 4% por 10 min a temperatura
ambiente. Las placas fueron lavadas posteriormente dos veces con TBS por 5 min y
permeabilizadas por 10 min con HCL 0,2N a temperatura ambiente. Se lavo de la misma
manera anterior y después se realiz6 la pre-hibridacién por 30 min o mas, a 37°C, en una
solucion que contenia 4x SSC (SSC: 0,15M NaCl, 15 mM de citrato de sodio, pI 7,0),
10% dextrano sulfato, 150 pg/ml de RNAt de levadura y DNA de espermios de arenque,
50% formamida y 1x de solucién de Denhardt (0,2 mg/ml Ficoll tipo 400, 0,2 mg/mt
polivinilpirrolidona y 0,2 mg/ml BSA). Posteriormente, la hibridacion fue realizada por
15 h a 37°C en el mismo buffer de pre-hibridacion, conteniendo ademas 3,5 pmoles de
sonda, ya sea sentido o antisentido. Los 6ligos estaban marcados con biotina en e] 5’
(Invitrogen) o se marcaron en el extremo 3” con digexigenina-11-dUTP (Boehringer) y
transferasa terminal (Promega). El exceso de sonda fue eliminado con lavados de 2x SSC
por 10 min y luego con Ix SSC por 10 min, ambos a temperatura ambiente. A
continuacion, las muestras fueron lavadas con 0,2x SSC por 30 min entre 42-45°C, y
finalmente, con 0,2x SSC por 10 min a temperatura ambiente. Las células fueron
subsiguientemente incubadas por 30 min con solucién de bloqueo (1% BSA, 0,3% Triton
X-100 en TBS) y posteriormente, por 2 h a TA con la estreptavidina o el anticuerpo
monoclonal anti-digoxigenina, ambos conjugados a fosfatasa alcalina (Boehringer). El

anticuerpo fue diluido 1:250 en solucién de bloqueo para digoxigenina y 1:500 para la
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estreptavidina. Para finalizar, las placas fueron lavadas 2 veces con TBS y la deteccion
fue realizada con la mezcla de sustratos BCIP/NBT (0,24 mg/mL NBT y 0,18 mg/mL
BCIP) (DAKO), previa incubacion con buffer FAL (Tris Base 12,1 g/L, NaCl 5,9 g/LL y
MgCI2 1 g/6 H20, pH 9,5). Se ocuparon dos tipos de sondas para las HIS; las
complementarias a la region 168 de ambos RNAmtnc, y las sondas de la region de
empalme. Estas dltimas consisten en 12 nts complementarios al extremo 5° del RNAmt
168, seguido por 6 nts complementarios al extremo 3 del R, las cuales bajo la condicion
de estrictez utilizada (50% formamida), son especificas para la region de empalme entre

el 16S y el RI de los RNAmtnc.

Inmunocitoquimica

Para determinar la coexpresion de los RNAminc y del marcador de proliferacion
celular PCNA durante. diferenciacién celular, se utilizaron las lineas celulares C2C12
fijadas por el método descrito en la HIS. Luego, fueron permeabilizadas con una solucion
de TBS 1x con 0,2% de Triton X-100 por 10 min a TA. Posterior, al lavado con TBS Ix,
las células fueron pre-hibridadas, tal cual fue descrito en la HIS. Se incubé toda la noche
con Oligos sentido y antisentido biotinilados (50 pM), en una dilucidén 1:200 a 37°C.
Posterior a esto, se hicieron los lavados con SSC descritos en la HIS, para después
bloquear (2% BSA y 0,2% Ttiton X-100 en TBS 1x) por 1 h a TA. Subsiguientemente, se
incubd con el primer anticuerpo anti-PCNA, en solucién de bloqueo, por 2 h a TA. Se

lavé con TBS 1x por 5 min, y se incub6 con los siguientes anticuerpos secundarios: anti-
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IgG de ratén conjugado a Alexafluor 488 para detectar el PCNA y la estreptavidina unida
a rodamina para detectar los oligos biotinilados (Invitrogen), a diluciones de 1:200 y
1:500, respectivamente. Posteriormente se lavé con TBS 1x, se mont6 con Dabco y se

observo en el microscopio de epifluorescencia Olympus BX51.

Tratamiento RNAsa A

Se incubaron 500 ng/pL de RNA total de C2C12 en 2X SSC y RNAsa A (50
ug/ml) por no mas de 10 min. La reaccién se paré con 4 volimenes de Trizol y posterior
extraccion de RNA descrita anteriormente. Como control negativo, se incubd el RNA en
agua, ya que bajo estas condiciones se pierde la estructura secundaria que protege al
RNA de la accién de la RNAsa A. La pella resultante se traté con DNAsa Turbo
(Ambion) siguiendo el protocolo del fabricante. La reaccion se detuvo con la extraccion

del RNA mediante fenol, para evitar que la DNAsa acttie sobre la reaccion de RT-PCR.

Purificacién de productos de RT-PCR

Los productos de PCR fueron purificados utilizando el Kit comercial Qiaex 11

Gel Extraction Kit (Qiagen). Para empezar, se escindieron las bandas de DNA del gel de

agarosa con un bisturi, para luego pesarlas y colocarlas en un tubo Eppendorf de 1,5 ml y

agregar 3 volumenes de la solucion QX1 del kit. Posteriormente, se agregé el QIAEX 11
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segtn indicaciones del proveedor. Se solubilizé la agarosa a 50 °C, se centrifugé a 10.000
x gy se lavo con buffer QX1, para sacar los restos de agarosa, y con buffer PE, para
eliminar sales residuales. Se secé el precipitado a TA, para posteriormente, resuspenderlo

en 20 pL de agua tratada con 0,2% DEPC.

Preparacion de células competentes

Se cultivaron células de E. coli DH50 en placas de agar al 1,5% en medio LB
(10 g/L peptona, 5 g/L extracto de levadura, 10 g/L NaCl, pH 7.5, 15g de agar sélo para
placas) a 37°C durante la noche. Se tomé una colonia desde la placa con un asa estéril y
se inocul6 a 10 ml de medio LB que contenfa 100 pg/mL de Ampicilina. Se incubé a
37°C a 225 rpm durante la noche. De este cultivo primario, se tomaron 500 puL para
inocular 50 ml de medio LB, y se crecieron con agitacion constante a 250 rpm a 37°C,
hasta que alcanzé una OD de 0,6 a 600 nm. Posteriormente, el medio de cultivo se diluyo
con 50 mL de NaCl recién diluido desde un stock de 4M NaCl, y se mezcld por
inversién. La mezcla se traspasé a un tubo estéril y se centrifugd a 1500 x g por 10 min
a 4°C. El sedimento bacteriano fue resuspendido en 25 mL de 75 mM CaCl2 frio y se
incub6 en hielo por espacio de 30 min. Este procedimiento, se repitié una vez mads.
Finalmente, las células fueron resuspendidas en 3 mL de 75 mM CaCl2, y después se
agregd glicerol a una concentracién final de 14% v/v. Se mezclé usando una pipeta

automatica y se dejd incubando por 2 hrs en hielo y luego se dividié la suspensién en
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alicuotas de 500 pL, las cuales se congelaron en un bafio de etanol absoluto, frio con

hielo seco, para posteriormente, almacenarlas a —80°C hasta su uso posterior.

Ligacién de productos de PCR en PGem-T

En un volumen final de 10 plL se mezclaron 6 pL del producto fresco de PCR, 2
uL de tampon de ligacién 5X (10 mM Tris-HCI (pH 7.5), 50 mM KCI, 1 mM DTT, 50%
glicerol (v/v)), 1 uL. del vector pGEM®-T vector (50 ng) y 1 uL de DNA ligasa del fago
T4 (3 unidades Weiss/uL, Invitrogen). Se mezclaron por pipeteo y se procedié a incubar
la mezcla por 12 h a 4°C. Posteriormente, ésta se cenirifugé brevemente y se guardé a

—20°C hasta su uso.

Transformacion de células competentes

Se procedid a descongelar un tubo de células competentes, y a 100 pl se
agregaron 6 pL de la mezcla de reaccion de ligacion obtenida en el punto anterior v se
incubé en hielo por 30 min. Posteriormente, se dié un golpe térmico por 30 seg. a 42°C y
se volvié a dejar en hielo por 2 min. A esta mezcla, se agregaron 400 pL de medio LB y
se incubaron a 37°C por 1 hr, a 225 rpm, y se dejé en hielo. De esta mezcla, se tomaron

200 pL.y se esparcieron sobre placas LB, previamente preparadas con 5 puL de 840 mM
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IPTG y 80 pL de 20 mg/ml de X-Gal. Se incubaron a 37°C toda la noche.

Posteriormente, se trasladaron a 4°C por 2 hrs para permitir el desarrollo del color.

Preparacion de plasmidios recombinantes

Entre 10 a 15 colonias de transformantes putativos de DH5a0, se tomaron con asa
y se trasladaron por separado a un tubo Nunc conteniendo 3 ml. de medio LB. Se
crecieron a 37°C, a 225 rpm toda la noche. Los cultivos se centrifugaron por 5 min a
10.000 x g y después de eliminar el sobrenadante, se agregaron a la pella 250 pL de la
solucion de resuspension de células (50 mM Tris —HCI (pH 7,5), 10 mM EDTA y 100
pg/ml RNAasa A) y se resuspendio mediante pipeteo. Se procedid a agregar 250 pL de la
solucion de lisis celular (0,2M NaOH y 1% SDS) y se incub6 hasta que la solucién se
esclarecié (5 min 2 TA). Posteriormente, se agregaron 10 pL de la solucién de proteasa
alcalina y se mezclaron por 4 inversiones manuales de los tubos. Se incubaron por 5 min
a TA. Para parar la reaccion, se agregd solucién de neutralizacién (4,09M guanidina
hidroclorada, 0,759M acetato de potasio y 2,12M écido acético glacial). Se mezclé 4
veces por inversion manual. Luego, se centrifugd a 14.000 x g por 10 min en una
microcentrifuga y se colect6 el sobrenadante. Se insertd una mini spin-column dentro de
un tubo colector de 2 ml, ambos partes del kit. Se transfiri6 el lisado anterior a la
columna (850 pl. aproximadamente), se centrifugd a 14.000 x g por 1 min y se descartd
la fase acuosa. Se reinsertd la columna al tubo colector y se agregaron 750 pL de

solucién de lavado de columnas (162,8 mM acetato de potasio, 22,6 mM Tris-HCl (pH
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7,5) y 0,109 mM EDTA (pH 8)). Se centrifugé a 14.000 x g y se adiciond 250 pL de
solucion de lavado de columnas para después centrifugar por 2 min a la misma velocidad
anterior. A continuacion, se transfirid la columna a un tubo estéril Eppendorf de 1,5 ml y
se afiadieron 100 pL de agua DEPC, para después centrifugar por 1 min a 14.000x g, y
recuperar €] DNA plasmidial. El DNA recuperado se guardé a -80 °C para su uso

posterior.

Identificacion de clones portadores de inserto por PCR

Con el objeto de caracterizar plasmidios portadores de inserfos, 1 pL de la
preparacion de plasmidios obtenida segun el punto anterior, se trasladé a un tubo de 0,5
mL y se sometié a PCR utilizando las condiciones descritas anteriormente, excepto que
se utiliz6 una desnaturacion inicial de 10 min a 100°C. Como partidores, se utilizaron los
oligonucleétidos correspondientes a los extremos 5° y 3’ del inserto, con el objeto de
amplificar la totalidad de éste y también se utilizaron los partidores sentido y antisentido

del fago M13, los cuales flanquean el fragmento de PCR clonado.

Secuenciacion

Para determinar la secuencia de cada fragmento purificado se utilizo el sistema

PE Applied Biosystems, con el sistema para secuenciar DNA “Bigdye terminator”,
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basado en el método de Sanger y Coulson (Sanger y Coulson, 1975). Este sistema incluye
los dideoxinucledtidos marcados con moléculas fluorescentes (ddA con dicloro [R6G],
ddC con dicloro [ROX], ddG con diclorofR1101 y ddT con dicloro [TAMRAY]. Siguiendo
las indicaciones del protocolo, se tomaron 20 ng de templado, 3.2 pmol de uno de los dos
partidores (sentido o antisentido), 8 pl de la mezcla de reaccion que incluye sustrato y
enzima, y se ajusté a 20 ul con agua bidestilada estéril. Se utilizé el programa de PCR
sugerido que incluye 96°C durante 10 seg, 50°C durante 5 seg, 60°C durante 4 min y
luego se purificéd la mezcla de fragmentos mediante precipitacion, agregando al producto
de PCR, 20 pl de agua bidestilada estéril mas 60 pl de isopropanol 100%. Después de
una incubaciéon de un minimo de 15 min a temperatura ambiente, se centrifugéd a 14.000
rpm, se descarté el sobrenadante con pipeta y se lavd dos veces con 250 pl de
isopropanol 75%. El precipitado se resuspendié en 20 pl de TSR (Template Suppresion
Reagent). El producto de PCR, ya purificado, sc desnaturalizé por 2 min a 95°C, y
después de enfriar en hielo, se cargd en la bandeja para realizar la electroforesis capilar
segun el médulo Seq POP6, que indica un tiempo de inyeccion de 30 seg a 2.5 KV, un
voltaje de corrida de 12.2 KV, una temperatura de corrida de 50°C, un tiempo de 120 min
y se usO un filiro virtual E. Para el andlisis de la secuencia, se utilizo el software

Sequence Anélisis. .
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Northern blot

Para empezar, se limpié con NaOH, de 2 horas hasta toda la noche, la camara
de electroforesis. Después se enjuagd con agua DEPC. Teniendo la camara limpia, se
procedié a preparar la agarosa al 1%, agregando TAE 1x hecho con agua DEPC. Se
calentd en el microondas hasta que estuviese totalmente disuelto, para dejar enfriar hasta
60-70 °C. Inmediatamente se vertid y se dejé como minimo 30 minutos para
solidificacién. El tampon de corrida consistio en TAE 1x. Se usaron entre 4 y 10 ug de
RNA total por carril. Estos se llevaron a 10 ul con agna DEPC, se agregé 0,1 volimenes
de tampén de carga y 1 ul del inhibidor de ribonucleasas RNASEout (Invitrogen). Antes
de cargar el RNA, se corri6 el gel por unos 15 minutos para homogeneizar. La solucidn
con el RNA se calenté por 5 minutos a 90 °C, para luego enfriar en hielo por 2 a3
minutos. Se cargd y se corrio ¢l gel entre 70 y 100 V (50 — 70 mA) hasta alcanzar
aproximadamente 2/3 del gel, para lograr una separacion 6ptima. El gel posteriormente
fue incubado con bromuro de etidio entre 15 y 20 minutos para luego ser visualizado y
fotografiado junto a una regla en un transiluminador. El gel a continuacién fue lavado dos

veces con SSC 5x por 5 minutos cada una.

El gel fue transferido por capilaridad a una membrana de nylon (Hybond-XL),
usando como tampdn de transferencia 5x SSC (20x SSC: 3 M Na(l, 300 mM citrato de
sodio, pH 7,0) ¥y 10 mM NaOH. Una vez transferido el RNA (12-15 horas), se lavd la
membrana con 5x SSC por 5 minutos, tras lo cual se secd sobre papel filiro a TA. La

membrana seca se expuso a luz UV por 3 minutos para fijar los RNA.
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Posteriormente se prehibridé por 1 hora (5x SSC, 50% formamida, 10%
dextrano sulfato, solucién de Denhart, 150 ug/ml de DNA de espermios de arenque) a 42
°C. Posteriormente se agrego la sonda marcada con biotina (50 uM) a una dilucién de
1:200. Después de la hibridacion (16-18 horas) a 42°C, se lavd con 2x SSPE/O,S% SDS y
0,2x SSPE/0,5% SDS. Los lavados con el primero fueron 2 x 15 minutos a TA, y con el
segundo 2 x 30 minutos a 42 °C. Luego se lavé por 5 minutos con 1x SSPE. A
continuacién se blogued por 1 hora (1x TBS, 2% BSA, 0,3% Triton X-100) para después
agregar la streptavidina unida a fosfatasa alcalina (Invitrogen) en dilucién 1:1000 e
incubar por 2 horas. Se lavd después 2 veces por 5 minutos con TBS 1x y una vez con
soluciéon FAL por 5 minutos. Para la deteccion se incubé con CDP-Star

Chemiluminescent Substrate (KPL) y se revelo.
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RESULTADOS

Nueva caracterizacion del RNA Mitocondrial No Codificante sentido.

Anteriormente, se determindé que el RNA mitocondrial no codificante murino,
poseia un RI de 121 nts, unido al extremo 5” del 168 RNAmt (Villegas et al., 2000). Este
resultado, contrasta con el largo RI de 815 nts del correspondiente transcrito humano.
Esta marcada diferencia en la longitud de los RI de ratén y humano, podria ser propia de
cada especie, o que los clones de DNAc de raton contenian un RI truncado. Por lo tanto,
para definir la extension del R, se utilizé un partidor antisentido, localizado en el asa del
transcrito, en combinacion con diferentes partidores sentidos, como se ilustra en la figura
4a. El partidor 2, corresponde al extremo 5° del RI de 121 nts descrito anteriormente, y
que con el partidor 1 genera un amplicon de 154 nts (Villegas et al,, 2000). La
amplificacién, mediante RT-PCR de RNA total de células C2C12 cor.l los partidores 3, 4,
5, 6, 7y 8, en combinacion con el partidor 1, generé amplicones de aproximadamente
230, 350, 450, 550, 650 y 750 pb, respectivamente (figura 4b). Con la pareja 1 y 9, no se
obtuvo producto de amplificacion, lo que sugiere que el extremo 5° del RI (o del
transcrito completo), estd posicionado entre el partidor 8 y €l 9. Los controles negativos,
sin la transcriptasa reversa, no generaron productos de amplificaciéon con ningin par de

partidores (figura 4c).
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b)

Figura 4. Caracterizacion del RNAmtnc sentido, expresado en mioblastos de raton.

a) Estructura tedrica del RNAmtne sentido y estrategia de amplificacion. El partidor 1
(forward) est4 posicionado en el asa y cercano al extremo 5 del RNA 168 (posicion 11-
31), mientras que los partidores restantes (reverse) se encuentran a lo largo del putativo
RI. Amplificacion de RNA total de C2C12 con (b) o sin (c) transcriptasa reversa. M,
estandar de DNA de 100 pb. Los carriles 2, 3, 4, 5,6, 7,8y 9, corresponden a los
partidores de la misma denominacion que se indican en a).




partidores 1 y 8, mostré un RI de 732 nts, unido a los primeros 33 nts del 16S RNAmt

La secuencia del fragmento, de aproximadamente 750 pb, obtenido con los

sentido (figura 5). La secuencia de los amplicones de 230, 350, 450, 550 y 650 pb,

mostré que estos fragmentos, son parte del RI de 732nts, y todos muestran la misma

secuencia, en la region de empalme entre el RI y el 16S RNAmt (resultados no

mostrados). Los mismos resultados fueron obtenidos a partir del DNAc de testiculo de

raton.
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Figura 5. Secuencia del RNAmtnc sentido murino. Subrayados se destaca el RI (azul) y
su region complementaria en el RNAmt 16S. La secuencia completa del RNA 16S es
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TTAATCTTTG

CTTGTTCTTA

CTTTTAATTA

GTCTTTCATC

TTTCCCTTGC
AAATCAAAAC
ATAGAACTAG
TTAAACCTTG

GGCACTRATC
ATTTATCCTA
TACCGCAAGG

CTAGCCCTAG
CTAAAAGTAT
GAAAGATGAA

CCCTACACAA
TGGAGAAAGA
AGACTAATTA

ATATAATTAT
AATTCGTACA
AAAGTAAGAA

ACTATTATAT
TCTAGGAGCT
CAAGCAAAGA

TACCTTTTGC

ATAATGAACT

AACTAGAAAA

CTTCTAACTA

AAAGAATTAC

AGCTAGAAAC

CCCGAAACCA

AACGAGCTAC

CTAAAAACAA

TTTTATGAAT

CAACTCGTCT

ATGTGGCAAA

ATAGTGAGAA

GATTTTTAGG

TAGAGGTCAA

AAGCCTAACG

AGCTTGGTGA

TAGCTGGTTA

CCCAAAAAAT

GAATTTAAGT

TCAATTTTAA

ACTTGCTAAA

AAAACAACAA

AATCAAARAG

TAAGTTTAGA

TTATAGCCAA

AAGAGGGACA

GCTCTTCTGG

AACGGAAAAA

ACCTTTAATA

GTGAATAATT

AACARAACAG

CTTTTAACCA

TTGTAGGCCT

ARRAGCAGCC

ACCAATAAAG

AAMAGCGTTCA

AGCTCAACAT

AAAATTTCAA

TTAATTCCAT

AATTTACACC

AACTTCCTAA

ACTTAARAATT

GGGTTAATCT

ATAACTTTAT

AGATGCAACA

CTGTTAGTAT

GAGTAACAAG

AATTCCAATT

CTCCAGACAT

ACGCGTATAA

CAACTCGGAT

AACCATTGTT

AGTTAATCAG

ACTATAGGCA

ATAATCACAC

TATAAATAAT

CCACCTATAA

CTTCTCTGTT

AACCCAACAC

CGGAATGCCT

AAAGGAAAGA

TCCAAAAAGA

TAAAAGGAAC

TCGGCAAACA

AGAACCCCGC

CTGTTTACCA

AAAACATCAC

CTGCCCAGTG
ACTTGTTCCT
CTTTAATCAG
GACCCTATGG
AAANCTATAG
CGAATGATTA
ATATATTTTG
TTCATATCGA
GAAGCTATTA
GGAGCAATCC
ARAATAGAGCC
AATATATACG

ACTAAAGTTT
TAATTAGGGA
TGAAATTGAC
AGCTTAAATT
TATAAGTTTG
TAACCTAGAC
ATCAACGGAC
CAATTAGGGT
ATGGTTCGTT
AGGTCGGTTT
ACCTTACAAA
TACACCC

AACGGCCGCG
CTAGCATGAA
CTTTCAGTGA
ATATAACTTA
AAATTTCGGT
TTACAAGTCA
CAAGTTACCC
TTACGACCTC
TGTTCAACGA
CTATCTATTT
TAAGCGCTCT

CTCTAGCATT
GTATCCTGAC
CGGCTAAACG
AGAGGCTGAA
TCTATTTAAT
TGGGGTGACC
AAGTARAATC
TAGGGATAAC
GATGTTGGAT
TTAAAGTCCT
ACGATTTCTC
CAACTTAATT

ACAAGTATTA
CGTGCAAAGG
AGGGTCCAAC
ATATAATAAT
TTATTAAACC
TCGGAGAATA
AACATATCTT
AGCGCAATCC
CAGGACATCC
ACGTGATCTG
CCAGTACGAA
TATGAATAAA

GAGGCACTGC
TAGCATAATC
TGTCTCTTAT
AAGACGAGAA
TAATGGCCCA
ARRAATCCTC
ATTGACCCAG
TATTTAAGAG
CAATGGTGTA
AGTTCAGACC
AGGACAAGAG
ATCTAAATAA

s6lo una deduccion tedrica de los experimentos de digestion con RNAsa A.
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La estrategia utilizada para la amplificacién del RNAmtnc sentido de raton,
aunque eficiente, presenta un problema que podria traducirse en un artefacto de
amplificacién. El extremo 3" del DNAc correspondiente al RNA 168, podria aparearse
con una region interna de la misma molécula formando una horquilla. Por lo tanto, el
extremo 3" de la horquilla, podria servir como partidor para alargar dicha estructura,
generando el largo RI. En relacion a esta posibilidad, es importante mencionar que el
extremo 3" del DNAc del RNA 168, termina en la secuencia TGAT, la cual puede
aparearse internamente con la misma molécula, con la secuencia ACTA entre las
posiciones 2 y 5 del DNAc (a partir del extremo 3°). Aunque este apareamiento es muy
inestable, en las condiciones utilizadas en la sintesis de DNAc (37°), se procedié a
determinar la presencia del RNAmtnc sentido, utilizando otro enfoque experimental. El
RI deberfa formar con el RNA 168 una horquilla con una regién doble hebra de 732 pb.
Esta region, deberia ser resistente a la digestion con RNAsa A, no asi el asa ni la Tegion
simple hebra en e] 3° (figura 6a). Por lo tanto, se procedié a -digerir el RNA total de
células C2C12 con RNAsa A, y posteriormente, se extrajo el material resistente con fenol
¥y posterior precipitacién con etanol (ver Materiales y Meétodos). EI RNA obtenido, se
amplificé mediante RT-PCR con el partidor 8, en conjunto con ¢l partidor 1 o 10, como
se muestra en la figura 6a. Con los partidores 8 y 10, los cuales limitan el RI, se obtuvo el
amplicon esperado de 732 pb, independiente del tiempo de digestién hasta 600 segundos
(figura 6b). Para determinar que el amplicén de 732 nts no se debe a contaminacion del
RNA con DNA mitocondrial, }a misma reaccién se realizé en ausencia de transcriptasa
reversa. Como se muestra en la figura 6e, el fragmento de 732 pb no fue amplificado.

Bajo estas mismas condiciones de digestién, no se logré amplificar con los partidores 1 y
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8, lo que indica que la regién simple hebra del asa fue totalmente digerida (figura 6c).
Para comprobar el largo del RNAmtnc sentido, se realizd un ensayo de northern blot
(figura 6d) donde se muestra una marca de hibridacién entre las bandas correspondientes
a los RNA ribosomales 28S y 18S. Esta banda corresponde al RNAmtnc sentido. Al
realizar este ensayo con una sonda complementaria a la regién 3° simple hebra, ademés
de presentar una marca para el RNAmtnc sentido, deberia estar presente una marca para
el RNA ribosomal 168, ya que comparten la misma secuencia en esa region (sonda 16,
figura 4a). En la figura 6d se aprecia claramente esta sefial para el RNA ribosomal 168, el

cual migra de manera mas rapida que el RNA ribosomal 18S.

36




:_ ' Tratamiento
- - RNAsa A
1
- M 30 60 300 600 Seg
l RNAsa A SeSiEE N
ol
—n AT AL G O e SR TS
1 —_—
10
+ RT
P10/P8

memmmsm RN A 16S mitocondrial sentido

Transcrito del 165 mitocondrial proveniente

de 12 hebra L o antisenndo
c)
30 60 300 600 M 30 60 300 600  Seg
600 ph — e
-RT +RT
P1O/P8 PL/P8
d)

Figura 6. E1 RNAmtnc sentido contiene una larga region doble hebra.

a) Estrategia experimental para el tratamiento con RNAsa A. b) Incubacion de RNA total
de células C2C12 a los tiempos indicados en segundos con RNAsa A. La RT-PCR se
hizo con los partidores 10 y 8. ¢) Se realizé como control de digestion, la amplificaciéon
por RT-PCR con los partidores 10 y 8, en ausencia de transcriptasa reversa (izquierda) y
con los partidores 1 y 8, en presencia de transcriptasa reversa (derecha), a los tiempos de
digestion indicados. El estandar utilizado corresponde a una escalera de 100 pb. d)
Ensayo de northern blot (carril izquierda) y su respectivo gel de agarosa (carril derecho).
Fue revelado con una sonda contra el extremo 3" simple hebra del RN Amtnc sentido.
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Expresion del RNAmtnc sentido y antisentido en células de ratén.

Como se describié en la introduccion, las células humanas normales en
proliferacién, expresan tanto-el RNAmtnc sentido como el antisentido. Por lo tanto,
quisimos determinar si lo mismo ocurre en células normales de ratén en proliferacion,
mediante HIS. Como se muestra en la figura 7, la hibridacién con la sonda 9
complementaria a la region simple hebra del 3" del RNAmtnc sentido de ratén (figura
4a), originé una fuerte tincién tanto en células de testiculo como en un embrién de 12
dfas (figura 7). Lo interesante es que en este ltimo tejido, podemos apreciar una marca
concordante con lo que seria una zona endotelial, la cual es altamente proliferativa
(Figura 7, flechas blancas). Cuando la hibridacion se realizé con la sonda 16, que es
sentido para la misma region c_lel RNAmtne (figura 4a), se obtuvieron sefiales semejantes
a las obtenidas con la sonda antisentido (figura 7). Estos resultados sugieren, que al ignal
que lo que ocurre en células humanas, en ratén también se expresa el RNAmtne sentido y
antisentido, en células en proliferacion. En forma similar, en células en reposo, como las

de misculo esquelético, estos transcritos no se expresan (figura 7).
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RNAmtne sentido RNAmtnc antisentido

Embrion

Testiculo

Musculo

Figura 7. Expresion de los RNAmtnc en tejidos normales de ratén. Secciones seriadas de
embriones de 12 dias, de testiculo y de musculo adulto se hibridaron con la sonda 9 0 16
(figura 4a) marcadas con digoxigenina. Posterior a los lavados, las secciones se incubaron
con anti-digoxigenina conjugada con fosfatasa alcalina. Flechas blancas indican zonas
endoteliales. Dentro del cuadrado se observan zonas estromales. La reaccion de color se
realizo como se describe en Métodos. 20X. Barra: 100 p.

Idénticos resultados se obtuvieron con células C2C12, las cuales expresan tanto
el RNAmtnc sentido como el antisentido (figura 8). Para confirmar que los mioblastos
estaban en proliferacion, la HIS para ambos RNA se compar6 con la expresion del
antigeno nuclear de células proliferantes o PCNA. Como se observa en la figura 8, los

mismos mioblastos que expresan PCNA también expresan el RNAmtnc sentido o

antisentido.




Mioblastos
Sonda RNAmtnc PCNA Sobreposicion

Figura 8. Co-expresion de los RNAmtnc sentido y antisentido con PCNA. Cultivos
paralelos de células C2C12 se hibridaron con la sonda 9 o 16 marcadas con digoxigenina.
Posterior a la hibridacion y lavados, las células se incubaron con un anticuerpo anti-
digoxigenina conjugado con rodamina (sefial roja) y con un anticuerpo anti-PCNA unido
a Alexa fluor 488 (sefial verde). 40X. Barra: 20 pm.

RNAmtnc
sentido

RNAmtnc
antisentido

Nuestro laboratorio ha demostrado, que contrario a las células humanas
normales en proliferacion, todas las células tumorales (en cultivo o en biopsias),
contintian expresando el RNAmtnc sentido, pero reprimen la expresion del RNAmtne
antisentido. Por lo tanto, investigamos que es lo que sucede en células tumorales de raton.
Como se muestra en la figura 9, HIS en las lineas celulares de raton NSO/2,
correspondiente a mieloma, y B16, correspondiente a melanoma, revelan una fuerte
expresion del RNAmtnc sentido y represion de la expresion del RNAmtnc antisentido, al

compararlos con células normales de raton (figura 7).
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Figura 9. Expresién diferencial de los RNAmtnc en células tumorales de raton. Se
utilizaron células de mieloma (NSO/2) y de melanoma (B16) de ratén a 40X y 100X,
respectivamente. La HIS se realizo con las sondas 9 y 16 como se describio en la fig. 6.
Barra: 10 pm.
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Caracterizacion del RNA Mitocondrial No Codificante antisentido.

Los resultados anteriores sugieren, que al igual que en células humanas, las
células normales proliferantes de raton expresan, ademds, del RNAmtnc sentido, un
transcrito  antisentido. Por lo tanto, basado en la informacion disponible del
correspondiente transcrito humano, se utilizo la estrategia disefiada para el RNAmtne
sentido, para determinar las caracteristicas del transcrito antisentido. Se disefi6 un
RNAmtnc antisentido tedrico, con el cual se generaron partidores especificos para poder
amplificario por RT-PCR (figura 10a). Con el partidor 11, posicionado en la region del .
asa, y en combinacién con los partidores 12, 13, 14 y 15 se obtuvieron amplicones de
280, 380, 460 y 570 pb, respectivamente (figura 10b). Con los partidores 11 y 16, no se
obtuvo producto de amplificacién, lo que indica que el extremo 5° del RI, se encuentra
localizado entre los partidores 15 y 16 (figura 10b). Las reacciones controles de RT-PCR
realizadas en ausencia de transcriptasa reversa, no generaron productos de amplificacion
(figura 10c). Para comprobar el largo del RNAmtnc antisentido, se realizé un northern
blot con una sonda complementaria a la regién del empalme (sonda 18, figura 13a). Al
ser una sonda especifica contra ¢l RNAmtnc antisentido, solo se obtuvo una banda entre
los RNA ribosomales 283 y 18S. De esta manera se comprueba que el largo total es
mayor que al correspondiente al 16S, el cual migra més rapido que el RNA ribosomal

18S.
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Figura 10. Caracterizacion del RNA mitocondrial no codificante antisentido, expresado
en mioblastos de raton. a) Estructura putativa del RNAmtnc antisentido y estrategia de
amplificacion. El partidor 11 esta posicionado en el asa 'y cercano al extremo 5” del RNA
16S antisentido, mientras que los partidores restantes se encuentran a lo largo del repetido
invertido. b) Amplificacion de RNA total de C2CI12 por medio de RT-PCR. ¢) Como
control, se realizo la misma amplificacion, en ausencia de transcriptasa reversa. El
estandar utilizado corresponde a 100 pb. d) Ensayo de northern blot (carril izquierda) y su
respectivo gel de agarosa (carril derecho). Fue revelado con una sonda contra la region

del empalme del RNAmtnc antisentido.
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528 nts proveniente del 16S RNAmt sentido. estaba unido a los primeros 33 nts del 168

La secuencia del fragmento de aproximadamente 570 pb, reveld que un RI de

RNAmt antisentido (figura 11).
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AGTGAAGAGG

CTGAAATATA

ATAATAAGAC

GAGAAGACCC

TATGGAGCTT

ARATTATATA

ACTTATCTAT

TTAATTTATT

AAACCTAATG

GCCCAAAAAC

TATAGTATAA

GTTTGAARATT

TCGGTTGGGG

TGACCTCGGA

GAATAAAAAR

TCCTCCGAAT

GATTATAACC

TAGACTTACA

AGTCAAAGTA

BAATCAACAT

ATCTTATTGA

CCCAGATATA

TTTTGATCAA

CGGACCAAGT

TACCCTAGGG

ATAACAGCGC

AATCCTATTT

ARGAGTTCAT

ATCGACAATT

AGGGTTTACG

ACCTCGATGT

TGGATCAGGA

CATCCCAATG

GTGTAGAAGC

TATTAATGGT

TCGTTTGTTC

AACGATTAAA

GTCCTACGTG

ATCTGAGTTC

AGACCGGAGC

AATCCAGGTC

GGTTTCTATC

TATTTACGAT

TTCTCCCAGT

ACGARAGGAC

AAGAGARAATA

GAGCCACCTT

ACAAATAAGC

GCTCTCAACT

TAATTTATGA

ATAAAATCTA

AATAAAATAT

ATACGTACARA

GTTAGAGGGT
TTATTTGTAA

GTACGTATAT

ATTTTATTTA

GATTTTATTC

ATAAATTAAG

CCTTCTCTAG
TTGAGAGCGC

GGTGGCTCTA

TTTCTCTTGT

CCTTTCGTAC

TGGGAGAAAT

CGTAAATAGA

TAGAAACCGA

CCTGGATTGC

TCCGGTCTGA

ACTCAGATCA

CGTAGGACTT

TAATCGTTGA

ACAAACGARAC

CATTAATAGC

TTCTACACCA

TTGGGATGTC

CTGATCCAAC

ATCGAGGTCG

TAAACCCTAA

TTGTCGATAT

GAACTCTTAA

ATAGGATTGC

GCTGTTATCC

CTAGGGTAAC

TTGGTCCGTT

GATCARAATA

TATCTGGGTC

AATARAGATAT

GTTGATTTTA

CTTTGACTTG

TAAGTCTAGG

TTATAATCAT

TCGGAGGATT

TTTTATTCTC

CGAGGTCACC

CCAACCGARAA

TTTCAAACTT

ATACTATAGT

TTTTGGGCCA

TTAGGTTTAA

TATAATTTAA

GCTCCATAGG

GTCTTCTCGT

CTTATTATTA

TAAATTAAAT

AGATAAGTTA

TATTTCAGCC

TCTTCACTGA

AAGGTCAATT
TAGTCCCTAA
GTTARACTTT
TTTTGGTARA
TTTAGGCATT
TATTGCCTAT
GAGAATTGGA
CCCARATTTTA
GCTTGAACGC
GTTAATTATT
TAATCTAAAC
TTCATTTTTT
ATCTTCTCAC
GTTTGGTTTC
TATGCAAARRAG
TTCCCTTGCG
TAGTAGGATA
TAGGATTAGT

TCACTGATTA
TTAAGGAACA
AGTCACTGGG
CAGGCGGGGT
CCGGTGTTGG
AGTCTGATTA
ATTCTTGTTA
AGTTTAGGAA
TTTCTTTATT
CACTATTAAA
TTACTTTTTG
GGGTAACCAG
TATTTTGCCA
GGGGTTTCTA
GTACAAGGTT
GTACTAGTTC
AATGTTTTGA

AAGATAAGAG
AGTGATTATG
CAGGCAGTGC
TCTTGTTTGC
GTTAACRGAG
ACTAACRATG
CTCATACTAA
GTTGGTGTAA
GGTGGCTGCT
GGTTTTTTCC
ATTTTGTTGT
CTATCACCAA
CATAGACGAG
GCTGTAATTC
TAATCTTTGC
TATAGCTCCT
TTTATATAAT

ACAGTTGGAC
CTACCTTTGC
CTCTAATACT
CGAGTTCCTT
AAGTTATAGG
GTTATCCGAG
CAGTGTTGCA
ATTATGGAAT
TTTAGGCCTA
GTTCCAGAAG
TTTTTTAGCA
GCTCGTTAGG
TTGATTCATA
TTTTAGTTAG
TTGTTCTTAC
AGATGTACGA
AGTATAATTA

CCTCGTTTAG
ACGGTCAGGA
TGTAATGCTA
TTATCTTTTT
TGGATTATTT
TTGTTATACG
TCTATAAAGT
TAATTGARAT
CAATGGTTAA
AGCTGTCCCT
AGTTTAAAAT
CTTTTCACCT
AAATTGTTTT
AARGTTTTCTA
TTTTAATTAG
ATTTCTTTCT
TATTTGTGTA

CCGTTCATGC
TACCGCGGCC
GAGGTGATGT
GGATCTTTCC
ATAGTGTGAT
CGTATGCCTG
TATAGATTAA
TTTATGTTGA
AAGCTGTTTT
CTTTTGGCTA
TGAACTTAAA
CTACCTAAAA
TAGGTAGCTC
GTTAGTTCAT
TCTTTCATCT
CCAATACTTT
GGGCTAGGGC

Figura 11. Secuencia del RNAmtnc antisentido murino. Subrayado se destaca el RI
(azul) y su region complementaria en el RNAmt 16S. La secuencia completa del RNA
16S antisentido (en negro), es deducida por comparacion con la correspondiente
secuencia de los transcritos humanos.
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Expresion de los RNAmtnc durante miogénesis.

Las células C2C12 constituyen un atractivo modelo de diferenciacion celular,
que nos permite determinar la variacion en la expresion de los RNAmtnc. Al cambiar el
medio de cultivo de estas células, cuando alcanzan una confluencia de alrededor 60-80%,
por DMEM més 5% de suero de caballo, se gatilla la diferenciacion de las células C2C12
en miotibulos. Cuando se iniciaron estos estudios, nuestros resultados mostraron una
diferenciacion mas lenta y con menor densidad de miotubulos (figura 12 menos insulina).
Posteriormente, encontramos que la diferenciacién de las células C2C12 en miottbulos,
era fuertemente estimulada al adicionar al medio de cultivo 10 pM de insulina. La
diferenciacion fue m4s rapida, y con una mayor confluencia de miottibulos (figura 12 mas
insulina). Por lo tanto, utilizando estas condiciones de diferenciacién, se determiné la

expresion de los RNAmtne sentido y antisentido mediante HIS.
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Figura 12. Determinacion de las condiciones de diferenciacion de las células C2C12. El
medio DMEM suministrado con suero de caballo al 5% se utilizo sin o con 10 uM de
insulina pancreatica de origen bovino. Las imagenes fueron obtenidas después de 6 dias
post diferenciacion. Para cada condicion usada (+/- insulina) se muestran fotos de dos
experimentos independientes. 40X. Barra: 50 um.

Al utilizar como sondas los oligonucledtidos 9 (para el RNAmtnc sentido) y 16
(para el RNAmtnc antisentido) (figura 13a), se observo que ambos transcritos se expresan
en casi el 95% de células C2C12 (figura 13b, DO). A los tres dias post-adicion del suero
de caballo e insulina, se observa fusion de estas células y formacion de miotibulos. En
paralelo, el nimero de células marcadas disminuye, y en general, las con sefial positiva
fuerte, corresponden a células C2C12 aun no fusionadas (figura 13b, D3). A los 6 dias

post induccion de diferenciacion, se observa un dramatico aumento de miotabulos y una

disminucion del nimero de células marcadas (figura 13b, D6).
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Figura 13. Expresion de los RNAmtne sentido y antisentido en células C2C12 y en los
miotibulos resultantes de la diferencia miogénica. a) Las sondas 9 y 16 se encuentran en
la region monohebra de los RNAmtnc. Las sondas fueron marcadas con digoxigenina
como se describié anteriormente. b) HIS con sondas 9 (izq.) y 16 (der.), en células no
diferenciadas (D0), a 3 dias de comenzado el proceso de diferenciacion (D3), y
miottibulos (D6). Las puntas de flecha indican miotibulos positivos para las sondas

sentido y antisentido. 40X. Barra: 50 pm.
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Las sondas utilizadas en estos experimentos, no diferencian entre los RNAmtne
y el RNA 168 mitocondrial. Por lo tanto, estos estudios se repitieron con sondas de
oligonucle6tidos complementarios a la regién de empalme entre los RI y la secuencia del
RNA 168 mitocondrial (sentido o antisentido) (figura 13a). Como se muestra en la figura
14 (D0), la expresion de los transcritos sentidos y antisentidos, es semejante a la descrita
anteriormente. Mas del 95% de los mioblastos muestran sefial positiva, tanto para el
RNAmtnc sentido como antisentido. A los 6 dias post induccion de la diferenciacién, de
nuevo se observd una masiva formacion de miotubulos (figura 14, D6). De éstos, muy
pocos mantienen la marca de hibridacién, aunque se observan miotibulos con sefial de
hibridacién positiva en el citoplasma (figura 14, D6 puntas de flecha). Para obtener
informacién mas cuantitativa, se contaron los micleos cuyo citoplasma circundante era
negativo a la HIS, versus el total de nicleos. De esta manera, se encontr6 que a los 6 dias
post-diferenciacién, alrededor del 20% de los nucleos, presentaban sefiales positivas de
hibridacién, tanto para el transcrito sentido como para el antisentido. Esto nos indica que

estos miottibulos pierden la deteccidn de estos RNAmtne mediante HIS.
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Figura 14. Expresion de los RNAminc sentido y antisentido durante la diferenciacion
miogénica. La HIS se realizé con las sondas 17 (izquierda) y 18 (derecha) (ver figura
13a), que son complementarias a las regiones de empalme del RNAmtnc sentido y
antisentido, respectivamente. La hibridacion y el revelado, se realizaron como se
describié anteriormente. Las puntas de flecha indican miotubulos positivos para las
sondas sentido y antisentido. 40X. Barra: 50 pm.

Sin embargo, un resultado sorprendente, fue observar algunos miotibulos
formados por 2 a 3 nicleos 0 mas de 10 nticleos, donde la expresion de ambos transcritos
persistia. Como se describié anteriormente, hay una fuerte correlacion entre las
expresiones de los RNAmtnc y el factor de proliferacion PCNA (figura 8). Por lo tanto,
determinamos si también coincidia la expresion de PCNA, en aquellos miotubulos que
expresaban los RNAmtnc. Aunque la sefial de hibridacion para PCNA es mas débil que la
observada en células C2C12, se observa una coincidencia en la expresion de ambos tipos

de moléculas en ciertos miotubulos (figura 15).

AN




Sobreposicion

RNAmtnc
sentido

RNAmtnc
antisentido

Figura 15. Co-expresion de los RNAmtnc y PCNA en células diferenciadas. La
hibridacién fluorescente se realizd como se describi6 en la figura 8, utilizando las sondas
9 y 16 marcadas con digoxigenina y reveladas con un anticuerpo anti-digoxigenina
conjugado con rodamina (sefial roja). El PCNA se revelé con un anticuerpo conjugado
con Alexia fltior 488 (sefial verde). Las lineas punteadas muestran miotubulos positivos
para los transcritos y PCNA. 40X. Barra: 10 pm.
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DISCUSION

RNAs No Codificantes Mitocondriales de ratén

Nuestro laboratorio reportd inicialmente, que el transcrito no codificante
mitocondrial de ratén contenia un RI de 121 nt unido al extremo 5° del RNA 168
mitocondrial (Villegas et al., 2000; Villegas et al., 2002). Se postul6 entonces, que el RI
se originaba de un fragmento del RNA policistronico transcrito desde la hebra L del
DNAmt y correspondiente al gen 16S (Taanman, J.W, 1999). La transcripcidn del
DNAmt, es un proceso simétrico que ocurre en ambas hebras y que depende de
promotores distintos y que funcionan en forma independiente (Taanman, J.W, 1999). Por
lo tanto, en esa oportunidad propusimos llamar a este transcrito como, RNA quimérico
(Villegas et al., 2000; Villegas et al., 2002). Sin embargo, esta designacién puede ser
confusa, por lo que hemos cambiado el nombre a RNA No Codificante Mitocondrial

{RNAmtnc).

Después de determinar la estructura del correspondiente RNA humano (Burzio y
col, 2005, PCT), nos llamé la atencion la gran diferencia entre estos transcritos en
relacion con el largo del RI. Una de las explicaciones para esta diferencia, podria ser la
forma en que se obtuvieron estas estructuras. En el caso del ratén, la estructura del
transcrito se derivo del aislamiento de clones de una biblioteca de DNAc de testiculo,
construida en fago lambda (Villegas et al:, 2000). En contraste, la estructura del transcrito

humano, se obtuvo a partir de un transcrito hipotético amplificado y secuenciado en
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fragmentos traslapados (Burzio y col, 2005, PCT). La razén para usar una estrategia
diferente, en el caso del transcrito humano, se debi6 a dos hechos fundamentales: 1) La
blisqueda de este transcrito en bibliotecas de DNAc de testiculo y de células Hela fue
infructuosa. 2) S€ pens6 que esta falla se deberia a deslizamiento replicativo (replication
slippage), debido a la presencia de horquillas muy estables en el transcrito (Viguera y col,

1999; Viguera y col, 2001).

El deslizamiento replicativo, se debe a la pobre o nula capacidad in vitro de las
DNA polimerasas, de copiar al interior de horquillas, que no necesariamente son
perfectas. Esto se debe a la pobre o nula capacidad de separacion de hebras, tanto en
regiones de horquillas como de estructuras cruciformes de DNAs (Viguera y col, 1999,
Viguera y col, 2001). Por lo tanto, la enzima replica hasta el extremo 3’ de la horquilla y
posteriormente, “salta” al término 5° de la misma estructura, continuando con la
replicacién. Esto ocurriria, siempre y cuando exista repetidos directos cortos, a ambos
lados de la horquilla; lo que da por resultado una secuencia de DNAc, en la que falta la
region de la horquilla (Viguera y col., 1999; Glickman y Ripley, 1984; Madsen et al.,
1993; Canceill y Ehrlich, 1996). El fenomeno de deslizamiento replicativo se ha
encontrado, tanto con las enzimas clasicas utilizadas en la sintesis de DNAc y de la
segunda hebra (DNA polimerasas de E. coli [, IT y III, como también de las polimerasas
fagos T3, T4 y T7), ¢ incluso en DNA polimerasas termoresistentes (Viguera et al., 1999,
Glickman y Ripley, 1984; Madsen et al., 1993; Canceill y Ehrlich, 1996). En este ultimo
caso, la nula capacidad de estas polimerasas de separar las hebras de la horquilla, se

traduce en problemas de amplificacién, produciéndose deleciones de las estructuras
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horquillas o tipo tallo, ademds de consecuencias nefastas durante la secuenciacion de
transcritos o DNAc (Viguera et al., 2001; Hew et al., 1999; Viswanathan et al., 1999).
Por lo tanto, uno de los objetivos iniciales de esta tesis, fue revisar la estructura del
RNAmtne de raton utilizando la misma estrategia que se utilizé para el transcrito humano
(Burzio y col, 2005, PCT). Los resultados demostraron que el transcrito murino contenfa
un RI de 732 nts, bastante similar a la estructura del transcrito humano, siendo la mayor

diferencia, el tamafio del asa de la horquilla (121 y 40 nts, respectivamente).

La misma estrategia se utilizd, para determinar la estructura del RNAminc de
raton antisentido, que s6lo se expresa en células normales en proliferacién de ratén. Este
transcrito, tiene un RI de 528 nts unidos al 5’ del RNA 16S mitocondrial antisentido,
codificado por la hebra L del DNAmt. Pareciera que existe un segundo transcrito
antisentido, pero que no fue mayormente investigado. Por lo tanto, hemos disefiado una
metodologia para obtener las estructuras de estos transcritos (sentido o antisentido), que

podré ser utilizada para determinar las estructuras de RNA de otros organismos.

Un aspecto importante y que no fue abordado en esta tesis, se refiere al origen de
estos transcritos. Los resultados de nuestro laboratorio apoyan fuertemente, que el origen
de estos RNAnc (sentido y antisentido), es mitocondrial. En primer lugar, las secuencias
de estos transcritos, tanto humano como de ratén, muest}'an como minimo un 99.9% de
identidad con el DNAmt. Segundo, estos RNAs se encuentran en mitocondrias aisladas
de células HeLa y previamente tratadas con RNAsa A, para eliminar contaminacion con

transcritos citoplasmaticos. Tercero, el tratamiento de células Hela con bromuro de
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etidio o células DU145 con rodamina 6@, anulan completamente la sintesis de estos
transcritos. Ambas drogas son reconocidas como fuertes inhibidores especificos de
transcripcién mitocondrial y que no afectan la transcripcién nuclear (Hayakawa y col,
1998; Williams y col, 1999; Felty y col, 2005). Estos resultados, ademas de constituir
fuertes demostraciones del origen mitocondrial, descartan, que estos transcritos sean
productos de transcripcion de pseudogenes mitocondriales del DNA nuclear (Woischnik,

M. y col, 2002).

Expresion de los RNA Mitocondriales No Codificantes

La funcién de los RNAmtnc, sentido v antisentido, no esta establecida a nivel
molecular. Sin embargo, y como se mostr6 en esta tesis, existe una estrecha correfacién
entre ¢l estado proliferante de una célula de ratén (normal o tumoral) y la expresion del
RNAmtnc sentido. La misma correlacion existe en células humanas en proliferacién. Por
otro lado, células en reposo o senescentes, no expresan este transcrito, lo que sugiere que
la expresion del transcrito sentido es un nuevo participante en el complejo ciclo celular.
Mas complejo atin, es analizar la posible funcién del RNAmtnc antisentido. Como se
demostro en esta tesis, este transcrito se expresa en células normales en proliferacion y es
reprimido en células tumorales. Aunque especulativo en este momento, se podria pensar
que la funcion del transcrito antisentido, es regular la funcién del RNAmtnc sentido.
Existen evidencias experimentales claras, acerca de la regulacion entre transcritos,

sentido y antisentido, como por ejemplo, durante el proceso de inactivacion de uno de los
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cromosontas X en hembras. El RNAnc Xist seria el encargado de inducir
heterocromatizacién de uno de los cromosomas X, mientras que el transcrito no
codificante Tsix, que tiene una larga porcién antisentido para el Xist, inhibiria la
inactivacion, inducida por este 1iltimo en el otro cromosomta, mecanismo que pareciera
ser fundamentalmente interaccion por secuencia o complementariedad entre estos dos
transcritos (Carrel y Willard, 2005; Chow y Col, 2005; Okamoto y col, 2004; Plath y col,
2002). Por lo tanto, la participacién positiva del transcrito sentido en proliferacion
celular, seria regulada o monitoreada por el antisentido, también por una interaccion de
secuencias. Para su sobrevivencia, la célula tumoral evita regulaciones tipicas del ciclo
celular, por lo tanto, pareciera ser razonable, que en estas células, esté también reprimida

la expresion del transcrito antisentido.

Por otro lado, es realmente fascinante, que el fenotipo tumoral encontrado en
esta tesis en lineas tumorales de raton (represion del transcrito antisentido), sea
exactamente igual a lo enconfrado en células tumorales humanas. Aunque prematuro,
estos resultados parecieren indicar que este fenotipo tumoral es de cardcter universal, lo

que constituirfa un marcador que muchos laboratorios han estado buscando.,

Diferenciacién y expresion de los RNAmtnc

La hipotesis de la presente tesis proponia que durante la diferenciacion de las

células C2C12 o mioblastos de ratén en miotdbulos, la expresién de los transcritos
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sentido y antisentido, deberia reprimirse o desaparecer. Como se demosird en este
trabajo, las células C2C12 expresan ambosltranscritos, lo que estd de acuerdo con lo
encontrado en otras células normales de ratén y humano. Mas atin, se demostré que toda
célula C2C12, que expresa el RNAmtnc sentido o antisentido, también expresa PCNA o
el antigeno nuclear de proliferacion celular, El PCNA fue originalmente definido como
una proteina nuclear que esta correlacionada con el estado proliferativo de la célula. Es
también conocido como un co-factor de la DNA polimerasa & y es un polipéptido acido
no histdnico, que se acumula en niveles altos en el nicleo durante la interfase, y que cae
abruptamente durante la divisidn mitdtica, encontrandose directamente relacionado a la
sintesis de DNA (Travali y col, 1989). Por otro lado, y de acuerdo a la hipbtesis, el
musculo esquelético adulto, al igual que las células en reposo, no expresan ninguno de

estos transcritos.

Al inducir diferenciacion de las células C2C12, se observé una activa fusién
celular y formacion de miotibulos que contenian 10 o mdas nucleos. Este proceso de
diferenciacion fue estimulado por insulina, como se demostré en esta tesis, obteniéndose
fusiones mds abundantes y mas tempranas. En relacion con la expresion de los
transcritos, sentido y antisentido, determinada por HIS, se encontrd que a medida que
avanzaba el proceso de diferenciacién, menor era la cantidad de células marcadas
positivamente para HIS. A los 6 dias post induccién, alrededor del 80% de los miotiibulos
no expresaban estos transcritos. Sin embargo, ain persistia la expresion de ambos
transcritos, en alrededor de wn 20 % de los miotdbulos. Mds alin, estos mismos

miotubulos, también expresaban PCNA, aunque en menor proporcion que los mioblastos.
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Durante la miogénesis, uno de los primeros eventos, es la expresion de miogenina, factor
de transcripcion determinante del proceso de diferenciacion (Alves y col, 2004). Por lo
tanto, serfa importante a futuro, correlacionar la expresion de miogenina con la de los

RNAmtnc.

En relacion a lo anterior, es importante mencionar los hallazgos entre actividad
mitocondrial y miogénesis (Duguez y col, 2004). Al tratar células C2C12 con
cloramfenicol (inhibidor de la traduccién {nitocorl‘drial), se reprime tanto la proliferacion
como también la fusién y posterior diferenciacion en miotibulos (Richard y col, 2000;
Joulia y col, 2003). Este tratamiento, también afecta la expresion de miogenina, y se ha
sugerido que existiria una conversacién cruzada entre la traduccidn/transcripcién
mitocondrial y nuclear, que serfa esencial durante la miogénesis (Richard y col, 2000;
Duguez y col, 2002; Duguez y col, 2004). Es tentadora la hipdtesis de que los RNAmitne,
podrian ser el vinculo de esta conversacién cruzada, pero esto requiere futuras

Y

investigaciones,
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CONCLUSIONES

La nueva caracterizacion del RNAmtnc sentido de ratén demostréd que el repetido
invertido, es de por lo menos 732 nts, indicando un simil con su contraparte
humana. La tnica gran diferencia, observada entre el transcrito murino y el

humano, es el tamafio de la horquilla (121 y 40 nts, respectivamente).

Se caracterizd el RNAminc antisentido de ratén, no descrito anteriormente. Este
presentd un repetido invertido de 528 nts unido al 5° del RNA 168 mitocondrial

antisentido, codificado por la hebra L del DNAmt.

La expresion de los RNAmtne, sentido y antisentido, coincide con la expresion
del marcador de proliferacion PCNA en mioblastos' proliferantes en cultivo,
mientras que ambos son reprimidos durante el proceso de diferenciacion a
miotiibulos. Sin embargo, es interesante notar que en algunos miotiibulos, la

expresion de los RNAmtnc persiste 6 dias post diferenciacion.

Las células tumorales de raton, al igual que las humanas, revelan una fuerte
expresion del RNAmtnc sentido y una represion de la expresion del RNAmtne
antisentido, al compararlas con células normales proliferantes, las cuales expresan

ambos.
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