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Resumen 
 
 
 
La síntesis de proteínas localizada en las sinapsis contribuye a su formación y plasticidad. 

Numerosos ARN mensajeros (ARNm) neuronales son transportados silenciados a las 

sinapsis en forma de ribonucleopartículas (RNPs) disparándose su traducción frente a 

estímulo sináptico. Existe una novedosa familia de proteínas que actúan como 

reguladores postranscripcionales y que poseen un dominio Sterile Alpha Motif (SAM) el 

cual reconoce una secuencia específica de ARNm denominada Smaug Recognition 

Element (SRE). El primer miembro de esta familia, Smaug, es un regulador de la 

traducción y la estabilidad de mensajeros maternos en el embrión temprano de 

Drosophila. En esta tesis identificamos dos genes ortólogos en mamíferos que 

denominamos Smaug1 y Smaug2. Encontramos que Smaug1 se expresa en el sistema 

nervioso central de roedores formando RNPs. Demostramos que Smaug1 reprime la 

traducción de mRNAs reporteros portadores de SREs sin afectar su estabilidad. En 

neuronas maduras, Smaug1 forma foci en dendritas y sinapsis que están en equilibrio con 

polisomas y que difieren de otros gránulos de ARN ya descriptos. De mayor relevancia es 

el hallazgo que los foci de silenciamiento de Smaug1 adyacentes a las sinapsis son 

desensamblados por activación del receptor de NMDA (NMDAR). La disolución de estos 

foci requiere del ensamblado de polisomas. Hallamos también Smaug1 modula la 

sinaptogénesis y/o el mantenimiento de las sinapsis. Los resultados presentados sugieren 

que Smaug1 es un novedoso represor traduccional que actúa en la postsinapsis 

regulando la expresión de transcriptos involucrados en maduración sináptica.-  
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Abstract 
 

 

 

Local translation at synapses is involved in synaptogenesis and plasticity. Several 

messenger RNAs (mRNAs) in neurons are localized at postsynapses as silent 

ribonucleoparticles (RNPs). Translation of these mRNPs is activated trough synaptic 

stimulus. Sterile Alpha Motif (SAM)-containing RNA binding proteins constitute a novel 

family of post-transcriptional regulators that recognize a specific RNA sequence motif, 

known as Smaug Recognition Element (SRE). Drosophila Smaug, the first member of this 

family, is a major postrancriptional regulator in fly embryos. Here we show that two 

orthologous genes of dSmaug are present in the mammalian genome, that we named 

Smaug1 and Smaug2. We found that mammalian Smaug1 represses the translation of 

reporter transcripts carrying SRE motifs without affecting their stability. We found that 

Smaug1 is present in brain postsynaptic densities (PSDs) forming RNPs. Smaug1 is 

expressed in hippocampal neurons where it forms foci that localize at dendrites and 

synapses. These granules are different from other mRNA neuronal granules previously 

reported. Furthermore, Smaug1 foci at postsynapses are disassembly by NMDA stimulus 

in a proteasome-independent way. Remarkably, Smaug foci require assembly of 

polysomes. In addition, we found that Smaug1 is relevant to synaptogenesis and plasticity. 

We propose that Smaug1 is a novel RNA Binding Protein (RBP) at the synapses that 

modulates local translation of SRE-containing mRNAs upon synaptic stimulus. 
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Abreviaturas. 
 

- Smg: Smaug 

- 3’o 5’UTR: 3’o 5’ no codificante  respectivamente.  

- 4E-BP: eIF4E binding proteins. 

- act: actina.  

- ADN: Acido desoxirribonucleico. 

- ADNc: ADN copia. 

- AMPA: ácido amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolepropionico. 

- AMPAR: Receptor de AMPA.  

- APV: 2-amino-5-fosfonovalerato. 

- ARN: Acido ribonucleico. 

- ARNm: ARN mensajero. 

- CAMKII: calcium/calmodulin-dependent protein kinase II. 

- CNQX: 6-ciano-7-nitroquinoxalinil-2,3-diona. 

- CPE: cytoplasmic polyadenylation element.  

- CPEB: CPE-binding protein. 

- dlP: Pbody-like structure 

- dSmaug: Smaug de Drosophila. 

- DsRBD: dominio de unión a ARN doble cadena.  

- DTE: Dendritic target Element.  

- eEF: factor de elongación 

- eEF2K: quinasa del factor de elongación 2.  

- eIF: factor de iniciación. 

- eIF2-α : Subunidad alfa del eIF2. 

- ERK : Extracellular signal regulated kinase. 

- Fmr1: fragile X mental retardation 1.  

- FMRP : Fragile X Mental Retardation Protein. 

- GABA: ácido γ-amino-butírico. 

- GCN2: general control non-derepressible 2 kinase. 

- GEs; Gránulos de Estrés. 

- GluR1: Subunidad 1 del receptor de glutamato.  

- IRES: Internal Ribosomal Entry Sites. 

- LTP: Long Term Potentiation / memoria a largo plazo 

- MAP2: microtubule asociated protein 2.  

- mGluR: Receptores metabotrópicos de Glutamato. 



 

 

- miARNs: microARNs.  

- Mnk1 y Mnk2: MAPK-interacting serine/threonine kinase 1 y 2. 

- mTOR: mammalian target of rapamycin. 

- MZT: transición materno-cigótica 

- NLS: Nuclear Localization Signal 

- NMDA: N-metil-D-aspartato. 

- NMDAR: receptor de NMDA. 

- NRE: nanos response element 

- PABP: Poly-A binding Protein. 

- PBs: cuerpos de procesamiento. 

- PCR: reacción en cadena de la polimerasa. 

- PI3K: phosphoinositide 3-kinase.  

- PSD95: postsinaptic density 95.  

- PSDs: postsynaptic densities.  

- PUF: Pumilio Family RNA bindig domain.  

- RBP: RNA Binding Protein. 

- RNP: ribonucleopartícula.  

- RRM: RNA Recognition Motif.  

- RT-PCR: transcripción reversa seguida de PCR. 

- S6K : S6 quinasa 

- SAM: Sterile Alpha Motif.  

- SAPAP3/4: SAP90/PSD-95-Associated Protein-3/4.  

- S-foci: gránulos formados por Smaug1. 

- SMN: Survival Motor Neuron. 

- SNC: Sistema Nervioso Central. 

- Stau1: Staufen 1.  

- TOP mRNA: Terminal oligopyrimidine mRNA.  

- ZBP1: Zip Code Binding Protein 1.  
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1 Localización asimétrica de mensajeros en neuronas y formación de 
gránulos. 

La localización asimétrica de ARNm en el citoplasma, en diferentes contextos 

celulares y en múltiples ocasiones a lo largo del desarrollo, es una estrategia frecuente en 

la evolución para la generación de distintos linajes celulares o de células altamente 

polarizadas. Tanto en vertebrados como en invertebrados, los mecanismos de regulación 

postranscripcional como la localización de mensajeros y el control traduccional son 

ampliamente utilizados en ovocitos y embriones (Kuersten et al, 2003) y en células del 

sistema nervioso (Broadus et al, 1998). Estos mecanismos resultan particularmente 

importantes para generar asimetrías en la distribución de proteínas necesarias para el 

correcto desarrollo, maduración y función de las células polarizadas. 

El transporte subcelular y la traducción localizada de ARN mensajeros (ARNm) es 

relevante a distintos aspectos de la fisiología neuronal. Durante el desarrollo, es una 

forma de regular el crecimiento neuronal variando la cantidad y calidad de mensajeros 

presentes en las dendritas y el cono de crecimiento axonal (Steward et al 2001; Koening 

et al, 1999). Posteriormente, en neuronas maduras, el transporte de mensajeros a las 

dendritas y la síntesis local de proteínas en distintos compartimentos diferencia el 

proteoma del soma y las dendritas del correspondiente al compartimento postsináptico 

(Skup et al, 2008; Wu et al, 2007; Martin et al, 2006; Sutton et al, 2005; Steward et al, 

2002; Jiang et al, 2002; Eberwine et al, 2001; Steward et al, 2001). Este cambio en la 

forma y composición proteica es parte de la maduración y plasticidad sináptica y se lo 

relaciona con los procesos de memoria y aprendizaje a corto y mediano término (Sossin 

et al, 2006; Martin et al, 2006; Sutton et al, 2005; Steward et al, 2001). 

En las neuronas maduras del hipocampo, las dendritas poseen protuberancias 

denominadas espinas dendríticas en las cuales se ubican las sinapsis. Las sinapsis son 

estructuras dinámicas capaces de remodelarse individualmente gracias a la síntesis local 

de proteínas específicas (Weiler et al, 1997; Huang et al, 2002; Martin et al, 2006;  Sutton 

et al, 2005; Steward et al, 2001). En 1982, Steward y colaboradores reportaron la 

existencia de polisomas en la base de las espinas dendríticas (Steward et al, 1982). Si 

bien en este trabajo no se estudió cuales eran los ARNm asociados a los ribosomas, 

éstos autores plantearon por primera vez la existencia de traducción localizada en 

dendritas. Desde entonces, son muchos los grupos que lograron identificar mensajeros 
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individuales localizados en el compartimento somatodendrítico, como son los casos del 

transcripto de CAMKII (calcium/calmodulin-dependent protein kinase II) (Fig. I.1 y Rook et 

al, 2000) y Arc (Steward et al, 1998, Steward et al, 2001) dos proteínas relevantes a los 

primeros pasos en los procesos de maduración y  plasticidad sináptica. Recientemente, 

mediante ensayos de microarrays y posterior hibridización in situ se identificaron 

numerosos mensajeros presentes en dendritas (Zhong et al, 2006; Poon et al, 2006). Los 

transcriptos (alrededor de 200) hallados en estos ensayos   codifican para diversos tipos 

de proteínas relacionadas con remodelación del citoesqueleto, cascadas de señales y  

traducción; así como también subunidades de receptores de neurotransmisores y 

componentes estructurales de las sinapsis. (Fig. I.1 y Tabla I.1). La traducción local de los 

mismos conduce a cambios estructurales entre los que se incluyen  la remodelación del 

esqueleto de actina y el aumento del tamaño de la espina dendrítica y el aumento de la 

cantidad de receptores de neurotransmisores que además varían su composición de 

subunidades (Ostroff et al, 2002) 

 

 

 

Figura I.1. Hibridización in situ para un mensajero localizado en dendritas y relacionado con plasticidad 
sináptica: A. CAMKII (Bardoni et al, 2006). B. Como control negativo se muestra la hibridización in situ  para un 
mensajero no localizado: GAPDH y la contratinción contra MAP2 indicando que el árbol dendritico no se ha 
alterado (Knowles et al, 1996). 

Tabla I.1. ARNm localizados en las espinas dendríticas. Para cada uno se indica: secuencias de localización 
conocidas y ubicación. RBPs unidas al mismo y receptores que es necesario estimular para que el mensajero 
sea liberado y traducido. 
Referencias: RBP: RNA Binding Protein. MAP2: microtubule asociated protein 2. GluR1: Subunidad 1 del 
receptor de glutamato. PSD95: postsinaptic density 95. SAPAP3/4: SAP90/PSD-95-Associated Protein-3/4. 
TOP mRNA: Terminal oligopyrimidine mRNA. Fmr1: fragile X mental retardation 1. 3’o 5’UTR: 3’o 5’ no 
codificante  respectivamente. CPE: cytoplasmic polyadenylation element. DTE: Dendritic target Element. 
ZBP1: Zip Code Binding Protein 1. CPEB: CPE-binding protein. FMRP: Fragile X mental retardation protein. 
NMDAR: receptor de NMDA (N-metil-D-aspartato). AMPAR: Receptor de AMPA (ácido amino-3-hidroxi-5-
metil-4-isoxazolepropionico). mGluR: Receptores metabotrópicos de Glutamato. 
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Mensajero Motivo en cis/ubicación RBP a la que se une 
Receptor que 

media su 
traducción 

Referencias 

β-actina Zip code de 54 nu./ 3’UTR ZBP1 Constitutiva/ 
NMDAR 

(Eom  et al, 2003; Tiruchinapalli  
et al, 2003) 

α-CAMKII 

2 CPEs (UUUUUUAUU y 
UUUUAUU) y señal de 

poliadenilación  (AAUAAA); otras 
zonas no relacionadas con RBPs 

conocidas/3’UTR 

CPEB1; FMRP NMDAR; mGluR (Aakalu  et al, 2001; Huang  et 
al, 2002; Wu  et al, 1998) 

MAP2 DTE /3’UTR MARTA2 Constitutiva (Rehbein et al, 2000; Rebién  et 
al, 2002) 

Arc DTE  identificado no relacionado con 
ninguna RBP conocida / 3’UTR  NMDAR (Steward  et al, 1998; 

Messaoudi  et al, 2007) 

GluR1  FMRP mGluR (Muddashetty  et al, 2007) 

G quartet/ 3’UTR FMRP mGluR (Muddashetty  et al, 2007; Zalfa  
et al, 2007; Todd  et al, 2003) 

Psd95 

NREs Nanos-Pumilio  (Chen  et al, 2008) 

Sapap3/4  FMRP mGluR (Kindler  et al, 2004; Welch  et 
al, 2004) 

TOP mRNA (algunos 
ARN ribosomales, eEF1A 

y eEF2) 
Región de pirimidinas/ 5’UTR  mGluR, NMDAR, 

AMPAR (Toscas  et al, 2007) 

FMR1 G quartet y poli(U) stretch/ 3’UTR. FMRP mGluR, AMPAR (Bagni et al, 2005; Didiot  et al, 
2008) 
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El uso de transcriptos fusionados a proteínas fluorescentes, demostró, en 

neuronas in vivo, que los mensajeros que son transportados a las dendritas lo hacen en 

forma de grandes ribonucleopartículas visibles al microscopio o gránulos (Huang et al, 

2003; Tiruchinapalli et al, 2003; Kiebler et al, 2000). Pese a numerosos intentos, el 

aislamiento y caracterización de los gránulos presentes en las dendritas no ha sido fácil, 

tal vez debido a que se trata de estructuras dinámicas que pueden desensamblarse 

durante la purificación.  

Mediante estudios bioquímicos, microscopía y tecnicas de biología molecular, se 

aislaron ARNm localizados en dendritas y se estudiaron cuales eran las RBPs (por RNA 

Binding Proteins) asociadas a los mismos (Tabla I.2).  

RBP ARNm al cual se une Dominio de Unión a ARN Referencias 

Staufen1 
rRNA  y diversos mensajeros. Sin 

especificidad de secuencia 
5 dsRBDs (Poon et al, 2006) 

FMRP 
Fmr1, PSD95, SAPAP4, CAMKII, 

mGluR1, entre otros. 
2 KH /RGG Box 

(Dictenberg et al, 2008; 

Poon et al, 2006) 

ZBP1 Β-actina 2KH/2RRM 

(Eom et al, 2003; 

Tiruchinapalli et al, 

2003) 

CPEB CAMKII  
(Wu et al, 1998; Huang 

et al, 2002) 

Pumilio para, PSD95  (en Drosophila) PUF 

(Mee et al, 2004; Ye et 

al, 2004; Dubnau et al, 

2003) 

RNG105 
Desconocido, probablemente sin 

especificidad de secuencia 
Coiled coil/ RGG Box (Shiina et al, 2005) 

 

 

 

 

Tabla I.2. RBPs presentes en gránulos de ARN en las dendritas y sinapsis. Se indica a que ARNm se las 
encontró unidas, cuales son los dominios de unión a ARN presentes en su secuencia. Referencias: para: 
mensajero de canal de sodio. DsRBD: dominio de unión a ARN doble cadena. Dominios de unión a simple 
cadena: RGG Box, KH, Coiled-coil, RRM (RNA Recognition Motif). PUF (Pumilio Family RNA bindig domain).  
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Estas RBPs actúan como represores o activadores traduccionales, adaptadoras a 

motores moleculares o como nexo entre dos proteínas dentro del mismo gránulo. Como 

ejemplo pueden citarse a Staufen y CPEB. En Drosophila, Staufen regula la localización 

y/o la traducción de mensajeros maternos presentes en el oocito, embrión y en 

neuroblastos (St Johnston et al, 1991; Li et al, 1997). En neuronas de hipocampo de 

mamíferos, los homólogos de esta proteína, Staufen 1 y 2, han sido implicados en el 

transporte de mensajeros hacia las dendritas (Kiebler et al, 1999; Monshausen et al, 

2001). CPEB por otro lado, fue descripta inicialmente en ovocitos de Xenopus, donde 

reprime la traducción y promueve posteriormente la adenilación de mensajeros maternos 

que poseen colas de poliA cortas (Radford et al, 2008; Nutt et al, 2005; Lindsay et al, 

1995). Mas recientemente, los homólogos de CPEB en mamíferos (CPEB1 a 4) fueron 

encontrados en neuronas de hipocampo, regulando la expresión del mensajero clave en 

la remodelación de las sinapsis, CAMKII (Atkins et al, 2004; Havik et al, 2003; Millar et al, 

2002; Sogawa et al, 2001; Aakalu et al, 2001; Gardiol et al, 2001; Rook et al, 2000; Wu et 

al,  1998). 

 

2 Traducción localizada en neuronas. 

 

La síntesis localizada de proteínas en las espinas sinápticas implica por un lado, 

que los ARNm presentes en los gránulos son transportados de manera silente hasta la 

postsinapsis. Por otra parte, es necesaria la correcta traducción de estos mensajeros en 

tiempo y espacio (Fig. I.2). Para esto, la traducción de estos transcriptos se halla 

fuertemente regulada por diversos mecanismos. Nos detendremos brevemente en estos 

dos aspectos. 

 
 
 Figura I.2. Esquema del modelo propuesto para el ensamblado de gránulos de transporte y localización de 

mensajeros en las espinas dendríticas. Modificado de (Bashirullah et al, 1998). 



Introducción 

 7

a. Transporte de Gránulos. 

 El mecanismo de localización de mensajeros en neuronas es complejo y no está 

completamente esclarecido. Sólo en algunos casos se han identificado en los mensajeros 

los motivos que les permiten ser reconocidos por RBPs específicas (Tabla I.1). Se acepta 

que los transcriptos son secuestrados del conjunto de mensajeros a ser traducidos en el 

soma por RBPs específicas. La unión puede ocurrir en el citoplasma o en el núcleo, 

durante la maduración del mensajero. Ya en el citoplasma, los transcriptos silenciados 

son empaquetados en grandes ribonucleopartículas (RNPs) o gránulos y luego 

transportados a las dendritas y postsinapsis (Fig. I.2) (Kiebler et al, 2006), donde 

permanecen anclados hasta su liberación. Al estimularse las sinapsis se desencadena 

una serie de eventos que induce la traducción localizada y selectiva de ciertos mensajeros 

presentes en gránulos.  

 Para poder localizar los mensajeros, los gránulos de ARN deben ser transportados 

a lo largo de las dendritas. En 1996, Kosik y colaboradores (Knowles et al, 1996) 

demostraron in vivo que los gránulos neuronales teñidos con Syto14 (un colorante que 

marca ARN) se desplazan por el tracto dendrítico (Fig I.3A). La dirección del movimiento 

depende del cultivo: en aquellos de menor desarrollo (2 a 4 días in vitro -DIVs-) los únicos 

movimientos que se observan son anterógrados (alejándose del cuerpo de la neurona). A 

medida que las neuronas maduran el movimiento pasa a ser anterógrado y retrógrado (en 

dirección contraria) en igual proporción. La velocidad con la que las partículas son 

transportadas es compatible con el transporte mediado por los motores moleculares 

asociados a microtúbulos, kinesina y dineina. Esto fue confirmado ya que, en el mismo 

trabajo se observó que el movimiento de los granulos es sensible específicamente a 

drogas que desensamblan microtúbulos (Fig I.3B).  

 De manera similar Carson y colaboradores demostraron en otro tipo celular del 

SNC también muy polarizado, los oligodendrocitos, que la depleción del motor 

anterógrado kinesina, impide la localización del mensajero de  la proteína MBP (Myelin 

Basic Protein) en zonas distales (Ainger et al, 1997). Mas recientemente Hirokawa y 

colaboradores encontraron que una isoforma de kinesina específica de cerebro, KIF5B, se 

asocia a gránulos de ARN neuronales que contienen los mensajeros  de CAMKII y Arc 

(Kanai et al, 2004).  
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Recientemente se demostró para el mensajero de Nd1-L (proteína involucrada en 

la estabilización de actina) que existe transporte dependiente de filamentos de actina. 

Este movimiento involucra al motor Miosina Va, el cual se asocia  a los gránulos de ARN 

presentes en las dendritas (Fujii et al, 2005 a; Fujii et al, 2005 b) facilitando el transporte 

local desde la base de la espina dendrítica hasta la postsinapsis donde no hay 

microtubulos pero si citoesqueleto de actina. 

Un interrogante importante que no ha sido muy investigado es a qué proteína/s se 

unen los motores moleculares dentro del gránulo de ARN. En 2008, contestando esta 

pregunta, Bassell y colaboradores establecieron que FMRP se une directamente a la 

cadena liviana de kinesina (Dictenberg et al, 2008).  

Cabe mencionar, aunque no abordaremos el tema de la regulación del transporte  

en esta tesis, que la actividad sináptica produce un aumento del transporte anterógrado 

de los gránulos en las dendritas, lo que fue demostrado para los mensajeros de Arc 

(Steward et al, 2001), CAMKII (Rook et al, 2000; Dictenberg et al, 2008) y Fmr (Antar et al, 

2004).  

 
 
 

Figura I.3. A.- secuencia de movimiento de un gránulo de ARN a lo largo de una dendrita (neurona 
inmadura). B.- La cantidad de gránulos por cada 40µm de dendrita disminuye si se desensamblan los 
microtúbulos. Extraido de (Knowles et al, 1996). 
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b. Regulación de la traducción en la postsinapsis 

La síntesis localizada de mensajeros en la postsinapsis involucra diversos 

mecanismos de control que implican tanto a la iniciación como a la elongación. (Para una  

descripción del mecanismo de traducción en eucariotas ver recuadro I)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

I.- Traducción en eucariotas. 

La síntesis de proteínas es un proceso altamente controlado que puede ser dividido en 3 

etapas: iniciación, elongación y terminación. La iniciación (esquema) comienza en el citoplasma, cuando 

el mensajero maduro poliadenilado se une al factor de iniciación (eIF) 4E por el cap que se encuentra 

en el 5´no codificante del ARNm. A su vez, 4E se une a eIF4G, eIF4A y eIF4F formando el complejo 

eIF4. El factor eIF4G se une además a la proteína de unión a la cola de poliA (PABP) produciendose así 

la circularización del mensajero, lo que aumenta su capacidad de iniciación. 
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Se han estudiado diversos ejemplos de regulación traduccional en sinapsis. En 

todos los casos son mecanismos no restringidos a neuronas, sino que guardan similitud 

con los ya reportados en ovocitos, embriones o incluso, en la respuesta celular a estrés. 

Como en otros procesos celulares, el control de la iniciación en la postsinapsis 

afecta la traducción general y en distinto grado específicamente a ciertos mensajeros. De 

esta manera, al bloquearse la iniciación de la síntesis proteíca CAP dependiente, se 

favorece la traducción de mensajeros que poseen mecanismos de iniciación alternativa, 

tales como la presencia de IRES (por Internal Ribosomal Entry Sites) en el 5’ no 

codificante (Holcik et al, 2005).  

El eIF4E es un factor limitante en la traducción y se halla regulado por varios 

mecanismos (Fig. I.4). Entre ellos se destacan dos: activación por fosforilación y bloqueo 

por proteínas 4E-BPs (por eIF4E binding proteins). La fosforilación de este factor es 

estimulada por las kinasas Mnk1 y Mnk2 (por MAPK-interacting serine/threonine kinase 1 

y 2) pertenecientes a la vía de la kinasa ERK (extracellular signal regulated kinase) 

(Zuberek et al, 2003; Scheper et al, 2002). Existe una correlación directa entre la 

presencia de este factor fosforilado y el aumento de la velocidad de la traducción debido a 

que mediante este mecanismo se promueve el scanning a la vez que aumenta el reciclaje 

de eIF4E.  

Paralelamente se ensambla el complejo de preiniciación 43S formado por el metionil ARNt 

iniciador, el factor eIF2 activo (unido a GTP), la subunidad menor del ribosoma y los factores de 

iniciación eIF1, eIFA, eIF3 y eIF5. Luego este complejo 43S se une al mensajero mediante la 

interacción entre eIF4G y eIF3. De esta manera queda formado el complejo de iniciación 48S el cual es 

capaz de migrar a lo largo del ARNm hasta encontrar el codón de iniciación AUG (proceso denominado 

scanning). En este punto,  el complejo 48S se detiene, se produce la hidrólisis del GTP unido a eIF2 

que se libera junto con eIF3 y eIF1A. Simultaneamente, se incorporan eIF5B y la subunidad mayor del 

ribosoma formado así el complejo 80S y comenzando la elongación. 

La elongación es el proceso por el cual se forman uniones peptídicas a medida que el 

ribosoma ya ensamblado lee la secuencia del mensajero y en la cual intervienen numerosos factores de 

elongación (eEFs). Finalmente, la terminación se dispara cuando el ribosoma alcanza el codón de 

terminación o stop (UGA) y se produce la liberación del ARN,  la proteína sintetizada y el 

desensamblado del ribosoma. 

 



Introducción 

 11

La iniciación también puede ser regulada mediante el bloqueo por 4E-BPs. Estas 

proteínas se unen al factor eIF4E en el mismo sitio que eIF4G, lo que resulta en una 

inhibición competitiva (Richter et al, 2005; Klann et al, 2004). El bloqueo de eIF4E impide 

la formación del complejo eIF4F lo que interrumpe el reclutamiento de la subunidad 40S 

del ribosoma (Fig I.4). Las 4E-BPs poseen cuatro sitios de fosforilación y son activas si se 

hallan hipofosforiladas (Gingras et al, 1999). La fosforilación ocurre de manera ordenada. 

Se requiere la fosforilación de los 4 sitios para la inactivación de las 4E-BPs (estado 

hiperfosforilado) y sólo así se inhibe la union a eIF4E (Gingras et al, 2001). La 

fosforilación es regulada por las kinasas ERK, PI3K (phosphoinositide 3-kinase) y mTOR 

(mammalian target of rapamycin) (Fig I.4), las cuales son activadas diferencialmente por 

diversas formas de plasticidad sináptica (Klann et al, 2004). 

La traducción global puede ser regulada también mediante la inactivación de eIF2 

(Klann et al, 2004; Takei et al, 2001) por fosforilación en la Ser51 de la subunidad de α. 

Mediante este mecanismo se impide el reciclado de este factor bloqueando la iniciación 

de la mayoría de los mensajeros y dando ventaja a aqellos que poseen baja velocidad 

relativa de elongación. De las posibles kinasas capaces de fosforilar eIF2α en la ser51, 

GCN2 (general control non-derepressible 2) es la relacionada con el correcto 

funcionamiento de las sinapsis (Klann et al, 2004).  

Otra forma de regulación por estímulo sináptico es la fosforilación de la proteína 

S6 (Cammalleri et al, 2003; Kelleher et al, 2004; Klann et al, 2004) que forma parte de la 

subunidad menor del ribosoma. S6 es fosforilada y activada por su kinasa S6K, luego de 

que esta es activada por alguna de dos vías posibles que incluyen: PI3K-mTOR,  y ERK. 

Aunque el mecanismo no está del todo esclarecido, esta forma de control traduccional 

permite la estimulación de la traducción de los TOP ARNm (Pende et al, 2004). Además, 

se la implicó en mecanismos de memoria a largo plazo (LTP) (Cammalleri et al, 2003).  
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Si bien en la sinapsis la regulación de la traducción ocurre principalmente durante 

la iniciación, se ha reportado un ejemplo que involucra la elongación; la fosforilación del 

factor eEF2. eEF2 fosforilado es incapaz de unirse al ribosoma por lo que la elongación 

de la mayoría de los ARNm se detiene (Browne et al, 2002; Park et al, 2008). Este 

mecanismo de inhibición global de la traducción resulta relevante en las etapas mas 

tempranas de plasticidad (Park et al, 2008).  

Ahora bien, si los mecanismos mencionados estimulan o inhiben la síntesis global 

de los mensajeros presentes en la postsinapsis: ¿Cómo es que se seleccionan 

específicamente ciertos ARNs para su traducción? Mediante mecanismos de regulación 

de la traducción que involucran RBPs específicas (para una lista ver tabla I.2), IRES, 

uORFs y otros. Estos mecanismos son los que dirigen cuales mensajeros se traducen y 

cuales se silencian frente a distintos estímulos.  

Figura I. 4: Principales vías de regulación de la iniciación por estímulo sináptico. Extraido de (Klann et al, 
2004) 
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La unión de represores traduccionales a señales específicas en cis de los 

mensajeros blanco se produce mediante distintos mecanismos, dependiendo de los 

dominios de unión a ARN presentes en la RBP. Algunas actúan de manera similar a las 

4E-BPs, otras previenen el ensamblado del complejo 80S y otras actuan por mecanismos 

aún no esclarecidos (revisado en Klann, 2004 et al; Bramham et al, 2007). Se cree que la 

actividad sináptica modula la unión de las RBPs a los mensajeros controlando de esta 

manera la capacidad de traducción individual de cada transcripto en las sinapsis (revisado 

en Bramham et al, 2007). 

Existen otros mecanismos de regulación de la traducción de mensajeros 

específicos:  

• Poliadenilación citoplasmática: La proteína CPEB es una RBP que se une a una 

secuencia rica en uridinas denominada CPE localizada en el 3’ no codificante de sus 

mensajeros blanco, los que se hallan deadenilados. CPEB  se une al mismo tiempo al 

mensajero y a  maskina, una proteína que media la interacción entre CPEB y eIF4E. Esto 

produce la circularización del mensajero impidiendo el acceso de la maquinaria 

traduccional y protegiendo al ARNm de la degradación en el citoplasma. Cuando CPEB se 

fosforila por estímulo sináptico, los ARNm desreprimidos son poliadenilados en el 

citoplasma y así pueden ser traducidos (Wu et al, 1998; Huang et al, 2002). El blanco mas 

relevante de este tipo de regulación en la postsinapsis es CAMKII (Wu et al, 1998; Huang 

et al, 2002). 

• Unión de microARNs (miARNs) a secuencias complementarias dentro del 

mensajero. Los miARNs son ARNs pequeños, no codificantes que se unen por 

apareamiento de bases a los mensajeros. Poseen distintos mecanismos que involucran la 

degradación del mensajero por el complejo DICER y/o el impedimento del scanning 

debido a la presencia de secuencias de ARN doble cadena (Schratt et al, 2006) formadas 

por el ARNm y el miARN. En neuronas se comprobó que la ausencia de un miARN 

específico, miR-134, produce alteraciones en el volumen de las espinas dendríticas 

(Schratt et al, 2006), por regulación local de los mensajeros que dirigen la remodelación 

del citoesqueleto de actina. 

 

En síntesis, la regulación traduccional localizada en sinapsis depende de múltiples 

mecanismos que afectan a distintos factores de la traducción y RBPs específicas. De esta 

manera las sinapsis responden a la activación de distintos receptores de 
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neurotransmisores o neurotrofinas de manera diferencial, modulando su maduración y 

plasticidad. En particular, la estimulación por NMDA, ampliamente relacionada con 

procesos de memoria a largo plazo, produce un incremento en la concentración Ca2+ 

intracelular. Este aumento lleva a la fosforilación de PI3K, la fosforilación de S6K y de la 

kinasa del factor de elongación 2 (eEF2K), activándolas. Debido a esto, se producen 

respuestas antagónicas, ya que, la vía de PI3K estimula la iniciación al liberar el bloqueo 

de las 4E-BPs, fosforilar eIF4E y activar S6 (Fig I.4). Simultaneamente eEF2 es fosforilado 

por su kinasa, lo que detiene la elongación. Experimentalmente se observó que la 

activación de las sinapsis por NMDA produce la disminución global de la síntesis proteíca 

en los primeros minutos post-estímulo (Cossenza et al, 2006; Scheetz et al, 2000; Weiler 

et al,  1996), probablemente por bloqueo de la elongación por fosforilación de eEF2. Sin 

embargo, en el mismo intervalo de tiempo, algunos mensajeros específicos, como son 

CAMKII y Arc, escapan al bloqueo global de la síntesis de proteínas y son traducidos 

localmente en las sinapsis (Steward et al, 2001; Kunizuka et al, 1999; Moyano et al, 

2004). 

 

3 Otros gránulos de ARN: Gránulos de Estrés y Cuerpos de 
Procesamiento. 

 
Como se describió mas arriba, los gránulos de ARN neuronales fueron descriptos 

hace ya tiempo por diversos autores, quienes también señalaron la similitud de estas 

estructuras con los gránulos de ARN presentes en ovocitos y embriones de distintas 

especies de vertebrados e invertebrados. Mas recientemente, se identificaron otros tipos 

de gránulos de ARN de carácter mas ubicuo: los cuerpos de procesamiento (PBs) y los 

Gránulos de Estrés (GEs). Como veremos, estas dos estructuras se relacionan con los 

gránulos neuronales estudiados en esta tesis, por lo que las describiremos a continuación:  

P-Bodies (PBs): fueron identificados por primera vez en neuronas en 2008 

(Zeitelhofer et al, 2008; Cougot et al, 2008) aunque originalmente se los describió en otros 

tipos celulares (Parker et al, 2007; Eulalio et al, 2007). Si bien estas estructuras son 

constitutivas, su número y tamaño varía según el ciclo celular (Yang et al, 2004), y por la 

presencia de factores que inducen estrés celular (Kedersha et al, 2007). Aunque 

inicialmente se los relacionó con el decaimiento de mensajeros, posteriormente se reportó 

que contienen transcriptos silenciados que luego pueden ser traducidos a demanda de las 
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necesidades celulares. El silenciamiento por deadenilación es promovido por varios 

mecanismos que incluyen, entre otros, RBPs y microARNs (Rehwinkel et al, 2006). Los 

PBs contienen además de mensajeros deadenilados, proteínas relacionadas con el 

decaimiento de ARN  (Fig I-5 y (Cougot et al, 2004): Dcp1-2 (complejo proteíco encargado 

del deccapping de los mensajeros) (Eulalio et al, 2007), Xrn1 (exonucleasa), Hedls 

(helicasa encargada de destruir estructuras secundarias dentro del ARN) y otras proteínas 

claves para el ensamblado de este tipo de partículas como es el complejo LSM  (Parker et 

al, 2007).  

       

 

 

 

Durante el desarrollo de esta tesis, Kiebler encontró que en neuronas, que los PBs 

se hallan distribuidos en el compartimento somatodendrítico (Zeitelhofer et al, 2008). En el 

mismo trabajo se muestra que estas estructuras se asocian a otros gránulos de ARN 

presentes en las dendritas y que esta asociación aumenta por estímulo sináptico 

(Zeitelhofer et al, 2008). Un trabajo posterior sugiere que los PBs en neuronas no poseen 

una composición tan definida como se observa en líneas celulares, siendo Xrn1 

frecuentemente excluida de los mismos (Cougot et al, 2008). Además, los autores 

plantean en este trabajo que los PBs de neuronas contienen  ciertos componentes 

descriptos previamente en los gránulos de ARN neuronales, por lo que denominan a estas 

estructuras dlP (por Pbody like structure) (Cougot et al, 2008). 

  

Gránulos de estrés (GEs): Estos gránulos se forman específicamente al detenerse 

la traducción por algún estrés celular disparado por múltiples factores: oxidativo, privación 

Fig I-5: esquema del ensamblado de un mensajero dentro del PB. Para que pueda ser incluído en el mismo 
el ARNm es deadenilado por complejos de deadenilación (CCR4-POP2-NOT) y luego incluído en el PB 
donde permanece silenciado o es digerido de manera 5’-3’ por la exonucleasa Xrn1. Extraído de (Parker et al 
2007). A la derecha se observa una célula HeLa teñida contra Dcp1a, un componente de los PBs. Barra: 5 
μm 
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de aminoácidos, radiación UV. Esto produce la fosforilación de eIF2-α, lo cual detiene la 

traducción CAP dependiente y genera complejos de iniciación abortivos (Anderson et al, 

2002; Kedersha et al, 2002; Gilks et al, 2004; Kedersha et al, 1999). Estos complejos 

reclutan proteínas específicas, entre ellas TIAR y TIA-1 (Gallouzi et al, 2000; Anderson et 

al, 2002; Kedersha et al, 2000), formando gránulos donde los mensajeros son protegidos 

de la degradación y mantenidos en estado de arresto traduccional (Fig. I-6). Los GEs son 

transientes: se ha sugerido que una vez superado el estrés o inducida la apoptosis, los 

GEs se desensamblan liberando los mensajeros silenciados que podrían retomar la 

traducción o pasar a degradarse a los PBs (Ohn et al, 2008; Kedersha et al, 2007).  

 

 

 

 

 
Fig I-6: esquema del ensamblado de GEs. Al detenerse la traducción por la presencia de un agente estresor, los 
mensajeros junto con el complejo de iniciación son reclutados a los Gránulos de Estrés de manera transiente. 
(Extraído de Kedersha et al, 2002). Al lado del esquema, se observa una inmunofluorescencia contra TIAR 
donde se visualizan GEs obtenidos por estrés oxidativo en células COS-7. Barra: 5 μm 
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La relevancia de la respuesta a estrés en neuronas ha sido poco explorada a 

pesar de la posible asociación entre este tipo de respuesta y ciertas neuropatologías 

(Crack et al, 2006; Zhu et al, 2008; Perkinton et al, 1999; Myers et al, 1995). En nuestro 

laboratorio, recientemente se demostró, en líneas celulares, la relación entre los GEs y los 

gránulos formados por Staufen1 (Thomas et al, 2009). Esta RBP se asocia en neuronas al 

transporte y represión de mensajeros presentes en las espinas dendríticas. Previamente, 

había sido reportado que Pumilio, una RBP que forma gránulos en neuronas, es reclutada 

y facilita el ensamblado de GEs (Vessey et al, 2006). Todo esto sugiere que existe una 

relación entre los GEs y los gránulos de ARN neuronales que normalmente regulan la 

localización y traducción de distintos ARNm. 

Los GEs y los PBs son estructuras dinámicas y están en equilibrio entre sí y con 

los polisomas traduccionalmente activos (Cougot et al, 2004; Kedersha et al, 2005; Sossin 

et al, 2006). Está demostrado que los PBs reciben mensajeros que dejan de traducirse 

desde los polisomas. Posteriormente estos transcriptos pueden ser incorporados 

nuevamente a la maquinaria traduccional o ser degradados dentro del PB (Kedersha et al, 

2007) (Fig I.7).  

 

 Figura I.7: Equilibrio entre PBs, GEs y polisomas. 
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PBs y GEs están en equilibrio dinámico con polisomas. Este equilibrio es afectado 

por diversos factores. La inducción de estrés, que detiene la traducción de manera global 

por fosforilación de eIF2α, desensambla los polisomas y genera un aumento en la 

cantidad de mensajeros libres (Anderson et al, 2002 a; Anderson et al, 2002 b; Kedersha 

et al, 2002). Esto provoca la aparición de gránulos de estrés (Anderson et al, 2002 a; 

Anderson et al, 2002 b; Kedersha et al, 2002) y el aumento en el tamaño y el número de 

los PBs (Kedersha et al, 2008; Kedersha et al, 2007; Kedersha et al, 2005). Las drogas 

que desestabilizan polisomas, tales como puromicina y emetina, desarman los ribosomas 

y dejan ARNm desnudos en el citoplasma (Thomas et al, 2005). Los transcriptos liberados 

son así reclutados por los PBs, los cuale aumentan en número y tamaño. Además, el 

exceso de mensajeros libres en el citoplasma debido al tratamiento con puromicina es 

capaz de inducir GEs  en ausencia de estrés celular (Kedersha et al, 2000). Por el 

contrario, los compuestos que estabilizan polisomas, tales como la cicloheximida, tienden 

a disminuir el tamaño y/o el número de foci de silenciamiento presentes en la célula al 

aumentar la fracción de mensajeros retenidos en la maquinaria traduccional (Thomas et 

al, 2005).  

 
 

4 El regulador postranscripcional Smaug. 

 

Como ya se mencionó en las secciones anteriores, la represión traduccional de 

mensajeros por RBPs es un mecanismo conservado durante el desarrollo y entre las 

especies. En el embrión temprano de Drosophila, la inhibición y activación de mensajeros 

es controlada temporal y espacialmente mediante cascadas de RBPs. Estas actúan como 

represores o activadores de la traducción generando los patrones de expresión que 

definen los ejes antero-posterior y ventro-dorsal, los que darán lugar a las distintas 

estructuras del cuerpo durante el desarrollo (Kuersten, 2003). Smaug es una de estas 

RBP, actúa como determinante del eje posterior, uniéndose a sus mensajeros blanco por 

un dominio Sterile Alpha Motif (SAM) (para una descripción detallada de este dominio ver 

recuadro II).  
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II.-  El dominio Sterile Alpha Motif como un nuevo dominio de unión a ARN. 

El dominio SAM fue descripto inicialmente como un dominio de unión proteína-proteína que media 

interacciones entre dimeros de subunidades de receptores y moléculas involucradas en cascadas de señales 

(revisado en Kim et al, 2003). Smibert y colaboradores descubrieron que el SAM de Smaug es capaz de 

reconocer ARN. Esto se debe a que la secuencia de aminoácidos de este dominio está modificada de modo 

tal, que una vez plegado se expone una cara cargada positivamente. La misma está formada por 3 lisinas, dos 

arginininas y una histidina (Equema A). Además, el plegamiento del dominio deja un bolsillo hidrofóbico 

delimitado por los residuos cargados positivamente (esquema B) (Green et al, 2003; Aviv et al, 2003).  

 

La secuencia de ARN a la cual se une el SAM de Smaug se denomina SRE (Smaug Recognition 

Element) y está formada por un motivo de 5 nucleótidos que forma un loop  cuya secuencia es: CNGG(N) 

donde la quinta base puede ser parte del loop o no (Aviv, 2003; Johnson, 2006; Oberstrass, 2006). El stem que 

separa al loop del resto del mensajero puede tener cualquier secuencia. Esto fue demostrado mediante 

ensayos de unión del SAM a SREs con mutaciones puntuales tanto en el loop como en el stem (Aviv et al, 

2003; Oberstrass et al, 2006). El loop del SRE se pliega adoptando una estructura secundaria específica en 

donde la primera base (C) y la cuarta (G) se unen mediante apareamiento de Watson y Creek (Oberstrass et 

al, 2006; jonson et al, 2006 y Figura). 

Por ensayos de RMN, Smibert y colaboradores (Oberstrass et al, 2006) determinaron que la 

interacción  entre el SAM y el SRE se produce de manera “llave-cerradura”. La unión se produce de manera tal 

que la cadena de fosfatos lateral de los nucleótidos y del loop de ARN interaccionan con los aminos terminales 

de las lisinas, argininas e histidina expuestos en el SAM mediante interacciones iónicas dejando que la G-3 

que queda en la punta del loop se introduzca dentro del bolsillo hidrofóbico del SAM interaccionando con los 

residuos presentes en él (Figura). 

 

Esquema del SAM de Smaug. A. plegamiento y 
aminoácidos involucrados en la unión al ARN. B. 
cara cargada positivamente  (azul) y bolsillo 
hidrofóbico (verde) 

Figura. A. Estructura del SRE por RMN donde 
se observa que este motivo forma un tetraloop 
dejando libre la quinta base. Esta c 
onfiguración se conserva si el SRE se halla 
libre o unido al SAM. B. Esquema de 
interacciones entre el SAM y el SRE (extraído 
de Oberstrass et al, 2006) 
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Smaug se expresa luego que el ovocito es fecundado e inhibe la traducción del 

mensajero de nanos, otro regulador traduccional, en la casi totalidad del ovocito excepto 

en el polo posterior (Fig I.8A y Dahanukar et al, 1999; Smibert et al, 1996; Smibert et al, 

1999). Esto provoca un gradiente de la proteína Nanos a lo largo del embrión lo que 

permite el correcto desarrollo del eje antero-posterior (Fig I.8A). Posteriormente en el 

desarrollo, cuando el cigoto comienza a transcribir sus propios mensajeros y se degradan 

todos aquellos provenientes del óvulo materno (transición materno-cigótica o MZT), 

Smaug está involucrada en la desestabilización de  dos tercios de los ARNm maternos 

(aproximadamente 700), entre los que se encuentra Hsp83 (Fig I.8B) (Tadros et al, 2007 

a; Tadros et al, 2007 b; Smibert et al, 1999; Nelson et al, 2004).  

 

 

 

 

 

 

Figura I.8. A. Esquema de la regulación traduccional en el embrión temprano de Drosophila, en verde se 
puede ver la posición y el rol de Smaug en la misma (modificado de Tadros et al, 2007). B. La degradación del 
mensajero de Hsp83 (rojo) depende de la presencia de Smaug proteína (verde) y disminuye si Smaug se 
encuentra disminuida (extraído de Tadros et al, 2007). 

Las proteínas que poseen un SAM como dominio de unión a ARN forman una novedosa familia 

de reguladores postranscripcionales. El primer y único miembro descripto es, hasta esta tesis, Smaug 

(Aviv et al, 2003; Dahanukar et al, 1999; Green et al, 2003; Smibert et al, 1999). 

 

ARNm con NREs 
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MacDonald y colaboradores (Smibert et al, 1999) identificaron en Smaug, por 

análisis de secuencia, un dominio SAM novedoso (ver recuadro II). El resto de la 

secuencia de Smaug aparentemente no poseía otros dominios conocidos. Por 

comparación con los genomas de humano y ratón, estos investigadores determinaron la 

existencia de otras dos zonas de homología de secuencia entre Smaug y putativos 

homólogos de la misma. Estos nuevos dominios fueron denominados SSR1 y SSR2 (por 

Smaug Similarity Region 1 y 2 respectivamente) (Fig I.9), los cuales no poseen homología 

de secuencia entre sí. 

 

 

 

 

 

 

Figura I-9. A. Alineamientos de Smaug (smg) con los genomas de humano y ratón indicando los putativos 
SSR1, SSR2 y SAM de Smaug de humano (hsmg) y Smaug de ratón (msmg) (extraído de Smibert et al, 1999)  
B.  Dendrograma de la familia de proteínas que poseen un SAM como dominio de unión a ARN. En el mismo, 
Smaug y las secuencias presentes en el GenBank que probablemente sean homólogas a Smaug se hallan 
recuadradas. A la derecha del dendrograma se observan los dominios presentes en cada secuencia. 
(Modificado de Aviv et al, 2003). hs: homo sapiens. mm: mus musculus. ce: c. elegans. dm: D. melanogaster. 
ag:. sp:s. pombe. sc:s. cereviciae. ca: C. albicans.  
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El mecanismo por el cual Smaug1 reprime la traducción de los mensajeros a los 

que se une ha sido estudiado durante los últimos años por Smibert y colaboradores. Estos 

investigadores plantean que Smaug se une mediante el SAM a transcriptos que poseen 

SREs (ver recuadro II). A su vez, Smaug se une también por el SAM a una proteína 

denominada Cup. Cup es una 4E-BP que compite con eIF4G por el factor eIF4E. De esta 

manera, se produce la circularización del mensajero blanco y se impide la iniciación de la 

traducción por bloqueo de la entrada del ribosoma al transcripto (Brechbiel et al, 2008).  

Como se menciona arriba, Smaug también media la desestabilización de 

mensajeros. Este proceso, que ocurre durante la transición materno-cigótica, depende del 

reclutamiento de CCR4, una proteína perteneciente al complejo deadenilasa CCR4-Not2-

POP. La unión de Smaug a este complejo también está mediada por el dominio SAM 

(Semotok et al, 2008; Rendl et al, 2008; Semotok et al, 2005). De esta manera, los ARNm 

a los que se une Smaug son silenciados por deadenilación. En Drosophila y 

Saccaromyces se comprobó que los mensajeros cuya cola de poliA resulta acortada por 

el complejo Smaug-CCR4-Not2-POP son posteriormente degradados (Semotok et al, 

2008; Rendl et al, 2008; Semotok et al, 2005). 

Si bien no se ha esclarecido completamente, Smibert y colaboradores sugirieron 

recientemente que la posición y la cantidad de SREs en el mensajero definen el 

mecanismo de acción de Smaug de Drosophila. Si esta secuencia blanco se ubica en la 

región codificante del transcripto repetidas veces, Smaug se une  y recluta CCR4, como 

es el caso de Hsp83 (Fig I.10) (Semotok et al, 2008). Mientras que, si el SRE se 

encuentra en el 3’ no codificante, el transcripto resulta silenciado a nivel de la iniciación 

por circularización y bloqueo de la interacción 4E-4G mediante Smaug y Cup (Fig I.10) 

(Nelson et al, 2004). 
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Figura I.10. Modelo propuesto para los mecanismos de silenciamiento dependientes de Smaug. (Realizado a 
partir de los datos publicados en Nelson et al, 2004; Semotok et al, 2008; Semotok et al, 2005) 
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5 Hipótesis y objetivos 

 

Algunas de las RBPs que actúan en el desarrollo embrionario temprano de 

insectos y anfibios como reguladores traduccionales, fueron posteriormente implicadas en 

mecanismos similares en las sinapsis de neuronas de mamíferos (Kuersten et al, 2003; 

Broadus et al, 1998; Klann et al, 2004). La potencial relevancia de Smaug, un regulador 

transcripcional de las primeras horas del desarrollo embrionario, no ha sido investigada en 

neuronas. En 1999, Smibert y colaboradores sugirieron que Smaug se expresa en el 

sistema nervioso en desarrollo de Drosophila (Smibert et al, 1999; Aviv et al, 2003). 

Durante el desarrollo de esta tesis, Gavis y colaboradores, observaron que Nanos, uno de 

los principales blancos de Smaug durante el desarrollo embrionario temprano, se expresa 

en neuronas de Drosophila y que su ausencia produce alteraciones en el árbol dendrítico 

(Ye et al, 2004). 

Dado estos antecedentes, al iniciar esta tesis, nos planteamos si era posible que 

algún miembro de esta novedosa familia de reguladores postranscripcionales fuera 

relevante en la expresión génica y/o la regulación traduccional en el sistema nervioso 

central de mamíferos. No existe hasta el momento ningún trabajo en el cual se reporte la 

expresión de Smaug en neuronas de mamífero o en Drosophila, así como tampoco la 

existencia de homólogos en vertebrados. La expresión de algún homólogo de Smaug de 

Drosophila parecía posible dado que en las bases de datos de secuencias del Genebank, 

se depositaron varias secuencias (de ESTs) correspondientes a los homólogos de Smaug 

en mamíferos propuestos por Smibert (ver mas arriba y Smibert et al, 1999; Smibert et al, 

1996). Algunos de estos ESTs provienen de muestras de cerebro.  

Por lo que nos planteamos los siguientes objetivos para esta tesis: 

1. Clonar los homólogos de Smaug de mamífero y estudiar su expresión en el SNC. 

2. Estudiar si el o los homólogos  de Smaug funcionan como reguladores 

postranscripcionales. 

3. Investigar la posible relevancia de Smaug en la regulación traduccional 

localizada en neuronas de mamíferos. 



Resultados 

 25

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Resultados 



Resultados 

 26

 

 

 

 

 

 
Capítulo 1: 

Smaug1 de mamíferos es un 

represor traduccional 
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1. Expresión de Smaug en mamíferos.  

 

Al iniciar esta tesis, Smaug sólo había sido descripta durante el desarrollo 

temprano de Drosophila (Smibert et al, 1996; Smibert et al, 1999; Dahanukar et al, 1999; 

Aviv et al, 2003) por lo que nuestro primer objetivo fue investigar su expresión en 

mamíferos. 

Para obtener la secuencia del ARNm correspondiente, realizamos comparaciones 

de la secuencia proteica de dSmaug con los productos proteicos predichos a partir de 

secuencias de ARN depositadas en el GenBank. Encontramos así que existían dos 

ortólogos en el genoma de mamífero, los cuales denominamos smaug1 y smaug2. Para 

cada ortólogo encontramos varias secuencias incompletas en el banco de datos de ESTs, 

que permitieron ensamblar una secuencia única para cada gen homólogo. Encontramos 

que Smaug1 se hallaba codificada en el cromosoma 14 de ratón y humano y Smaug2 en 

el 7 de ratón y el 19 de humano (Fig. 1). 

 

 
 
 
 

 

Como fue descripto en detalle en la introducción, Smaug pose 3 dominios 

conservados: los denominados SSR1 y SSR2, y el dominio SAM, responsable de la unión 

a ARN (Introducción y Fig. 1). Al comparar las secuencias de todos los ortólogos 

encontrados in silico encontramos que las secuencias de los dominios de un mismo 

ortólogo entre distintas especies es muy alta (mayor al 90%). En cambio, si se comparan 

los dominios correspondientes de los genes presentes dentro del mismo genoma, la 

homología de secuencia es ligeramente menor (Tabla 1), lo cual es característico de 

genes que evolucionaron a partir de la duplicación de un gen ancestral. 

Figura 1. Esquema de las proteínas de Smaug en Drosophila y mamíferos.  
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SSR1 
 mSmaug1 mSmaug2 rSmaug1 rSmaug2 hSmaug1 hSmaug2 dSmaug 

mSmaug2 97       
rSmaug1 100 99      
rSmaug2 97 100 99     
hSmaug1 100 97 100 97    
hSmaug2 99 97 94 100 99   
dSmaug 64 64 64 64 64 64  

Vts1(S.c.) <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10 
 
 

SSR2 
 mSmaug1 MSmaug2 rSmaug1 rSmaug2 HSmaug1 hSmaug2 

mSmaug2 92      
rSmaug1 100 94     
rSmaug2 92 100 97    
hSmaug1 97 91 100 97   
hSmaug2 92 100 94 100 91  
dSmaug 61 61 61 61 62 62 

 
 

SAM 
 mSmaug1 mSmaug2 rSmaug1 rSmaug2 hSmaug1 HSmaug2 dSmaug Vts1(S.c.) 

mSmaug2 80        
RSmaug1 100 84       
RSmaug2 84 100       
HSmaug1 100 92 100 84     
HSmaug2 80 100 84 100 92    
dSmaug 68 68 62 64 62 68   

Vts1 (S.c.) 43 44 43 44 38 44 53  
mBDG29 <30 <30 <30 <30 <30 <30 43 <10 

 
 
 
 
 

 

 

Dado que nuestro interés se enfoca en  proteínas que regulan ARN mensajeros en 

el sistema nervioso central, nuestro objetivo inicial fue investigar la presencia de smaug1 y 

smaug2 en el sistema nervioso central de roedores. Para esto, analizamos ARN de 

cerebros de rata adulta mediante transcripción reversa seguida de amplificación por 

reacción en cadena de la polimerasa (RT-PCR), empleando primers específicos para los 

mensajeros de smaug1 y smaug2 (Fig. 2A y B y Materiales y Métodos). En estos ensayos 

Tabla 1. Porcentaje de identidad de los dominios homólogos entre ortólogos de distintas especies y parálogos 
intraespecie. En la tabla correspondiente al SAM se agrega BDG29 de ratón (descripto por Smibert y 
colaboradores en Aviv et al, 2003). Este gen pertenece a la familia de RBPs que poseen un SAM como 
dominio de unión a ARN pero no comparte los dominios  SSR1 y SSR2.  
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detectamos la presencia del mensajero de smaug1 en las muestras analizadas pero no 

del ARNm de smaug2, por lo que decidimos enfocarnos en smaug1 (Fig. 2A).  

Para evaluar si el mensajero de smaug1 se expresaba en otros tejidos, analizamos 

por  RT-PCR ARN extraído de diversos órganos de ratón adulto de seis semanas (Fig. 2A 

y B). Encontramos que smaug1 se expresaba además en corazón, riñón e hígado (Fig. 

3B) pero no en bazo, timo y testículos (Fig. 2B y 3B). 
 

 
 
 
 

 
 
 
 
 

 

 

Figura 2. A. Izquierda: esquema de los exones correspondientes a los ORF del mensajero de msmaug1 y 
msmaug2. En el mismo se indican los exones mediante cajas y el sitio de inicio (ATG). En azul se indica la 
posición de los oligonucleótidos utilizados para realizar la PCR. Derecha: Electroforesis en geles de agarosa 
de los productos de amplificación del ADNc proveniente de ARN de cerebro de rata adulta para smaug1 y 
smaug2 donde sólo pudimos detectar la presencia de smaug1. B. Dos de los tejidos analizados por PCR 
para smaug1. En todos los casos se utilizó actina como control de la reacción y como control negativo el 
ARN de la muestra sin realizar la retrotranscripción (ARN). ADNc: muestra analizada; M: marcador de peso 
molecular; smg: Smaug; act: actina  
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Hasta la fecha, no encontramos variantes de splicing que involucraran la región 

codificante de smaug1 ni en el screening descripto, ni en las bases de datos disponibles 

incluyendo secuencias de humano, rata y ratón. Concluimos que durante la vida postnatal 

la expresión de Smaug1 se limita a una única isoforma (Fig. 1 y 2A). Especulamos que el 

splicing alternativo en el 5´ no codificante estaría involucrado en la regulación de la 

expresión de smaug1 a nivel traduccional o de la estabilidad del transcripto  la que podría 

diferir entre la vida embrionaria y postnatal.  

 

2. Expresión de Smaug1 en el Sistema Nervioso Central 

 

Luego de comprobar la existencia del mensajero de smaug1 en cerebro, decidimos 

estudiar la expresión de la proteína. Dado que el único anticuerpo existente contra Smaug 

(Smibert, 1999) no reconoció a Smaug de vertebrados (no mostrado), nuestro siguiente 

Figura 3. A. Arriba: esquema del gen msmaug1 indicando los exones correspondientes a mSmaug1. 
Abajo: los mensajeros de msmaug1 de las dos variantes encontradas, se indican sus números de acceso 
al Genbank. B. expresión de ambas variantes de msmaug1 (por screening) y por RT-PCR. NE: no 
ensayado. 
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paso fue producir un anticuerpo específico contra el dominio SAM de mamíferos (ver 

Materiales y Métodos). Generamos entonces un anticuerpo policlonal en conejo contra el 

dominio SAM nativo que fue capaz de reconocer específicamente y con muy alta 

sensibilidad la proteína de humano en ensayos de western blot utilizando líneas celulares 

que expresaban hSmaug1-V5 (Fig. 4A y Materiales y Métodos). Como esperábamos, no 

observamos señal de Smaug1 endógena en ninguna de las líneas celulares probadas. 

Con este anticuerpo evaluamos la expresión de Smaug1 en el SNC de roedores. 

Analizamos muestras de cerebro de rata y ratón por western blot y observamos una 

banda de aproximadamente 70 kDa. (Fig. 4B), lo cual coincide con el peso molecular 

predicho para mSmaug1. 

 

 

 

Figura 4. A. Western blot empleando el suero contra el dominio SAM de hSmaug1 (hSmg1) en extractos de 
células BHK-21 transfectados con hSmaug1-V5 (+) o no (-). Como control de carga se utilizó actina. Se 
indica la dilución de anticuerpo primario utilizada. El suero del animal antes de la inmunización (Preinmune) 
no  reconoce la proteína transfectada. B. Análisis por Western blot de cerebros de ratón adulto (Mo) y rata 
(Rat). C. Izquierda: Western blot de cerebro total (B), crudo de sinaptosomas (S), membranas de sinaptomas 
(M), PSDs (P) y extracto de cultivo primario de oligodendrocitos (O). Derecha: Tinción de la membrana del 
mismo western blot con azul de Coomasie. Se sembraron 20ug de proteína en B, S y O y 5 ug en M y P. 
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A continuación, examinamos la distribución de mSmaug1 en un fraccionamiento 

subcelular de cerebro  que permite recuperar las terminales sinápticas en estructuras 

denominadas sinaptosomas (ver Materiales y Métodos, Ma et al, 2003; Carlin et al, 1980). 

A partir de esta preparación se aíslan, por técnicas descriptas en la literatura, fracciones 

enriquecidas en densidades postsinápticas, denominadas PSDs. En estos ensayos, 

observamos que Smaug1 de ratón quedaba retenida en la fracción de PSDs (Fig. 4C). No 

detectamos la presencia de esta proteína en la fracción de membrana aislada de los 

sinaptosomas ni en una fracción eriquecida en mielina (Fig. 4C). Además, no detectamos 

esta proteína en extractos de cultivos de oligodendrocitos (Fig. 4C). Estos resultados 

sugirieron fuertemente que la expresión de Smaug1 en SNC está restringida a neuronas y 

que esta proteína se  concentra en el compartimento postsináptico. 

 

 

3. Smaug1 es un represor traduccional 

Los primeros trabajos en Drosophila reportaron que dSmaug inhibe la traducción 

de mensajeros maternos que poseen SREs en su 3’ no codificante (Introducción, Green et 

al, 2003; Aviv et al, 2003). Durante el transcurso de esta tesis se descubrió que dSmaug 

también afecta la estabilidad de los mensajeros maternos reclutando al complejo de 

deadenilación NOT-CCR4 (Semotok et al, 2005). Además, Vts1 (el homólogo de S. 

cereviciae) desestabiliza mensajeros sin afectar la capacidad traduccional de sus blancos 

(Rendl et al, 2008), por lo que consideramos de importancia determinar cual era el efecto 

de Smaug1 de mamíferos en ARNm conteniendo SREs.  

La interacción de Smaug1 de mamíferos con secuencias SREs no había sido 

estudiada previamente. Tampoco se conocen las secuencias de ARN a las que se une 

esta proteína. Se sabe que el dominio SAM de Vts1, el de menor homología de la familia 

Smaug, reconoce SREs presentes en mensajeros de Drosophila (Oberstrass et al, 2006; 

Johnson et al, 2006; Aviv et al, 2003; Green et al, 2003). Por lo que especulamos que 

ARNm reporteros portadores de SREs de nanos de Drosophila en el 3’ no codificante 

podrían ser reconocidos por hSmaug1. Para investigar el efecto de Smaug1 de mamíferos 

en el silenciamiento de estos transcriptos, cotransfectamos células BHK-21 con 3 

plásmidos al mismo tiempo (para un esquema del ensayo ver Materiales y Métodos): 1.- 

Un plásmido que codifica para una variante de la proteína fluorescente celeste (ECFP) o 
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para la quimera hSmaug1-ECFP. 2.- Un reportero traduccional de luciferasa de Firefly que 

contiene tres copias en tandem del SRE wild type (3xSRE+) o mutado  (3xSRE-) el cual 

no es reconocido por dSmaug (Smibert et al, 1996). Y 3.- un plásmido codificando para la 

secuencia de luciferasa de Renilla, el cual fue utilizado como referencia interna.   

En estos ensayos encontramos que la actividad de luciferasa producida por el 

reportero conteniendo el SRE wild type era menor (~43%) si se coexpresaba hSmaug1-

ECFP que si se coexpresaba ECFP (Fig. 5A). En contraste, los niveles de luciferasa no 

sufrían variaciones en presencia de hSmaug1-ECFP o ECFP si el SRE  se encontraba 

mutado (Fig. 5A). Simultáneamente, determinamos los niveles de ARN mensajero para 

ambas luciferasas por PCR en tiempo real. Observamos que la abundancia del reportero 

de Firefly ya sea conteniendo SREs wild type o mutados no era afectada por la expresión 

de hSmaug1-ECFP al ser comparado con el nivel del mismo reportero al coexpresar 

ECFP (Fig. 5B). Concluimos que hSmaug1 reprime significativamente la traducción de los 

mensajeros portadores de SREs sin afectar la estabilidad de los mismos.  

 

Figura 5: A. Células BHK-21 transfectadas con hSmaug1-ECFP o ECFP y luciferasa Firefly en relación 
molar 40:1. Se graficaron los niveles de Firefly (F) relativos al control cotransfectado de luciferasa de Renilla 
(R). B. Niveles de ARNm evaluados por PCR en tiempo real del mismo experimento. Los cálculos de 
actividad relativa fueron realizados por el método de ΔΔCt {Livak, 2001 #114}. Los valores fueron 
relativizados al 100% de mensajero en la transfección F-Luc-3xSRE:ECFP. C. Distintas relaciones molares 
de Smaug1 y Luciferasa Firefly probadas indican la proporcionalidad entre la cantidad de Smaug y el nivel 
de represión de los reporteros. D. Extractos de las mismas células expresando solamente luciferasa de 
Firefly fueron combinados con células expresando ECFP o hSmaug1-ECFP en las proporciones indicadas e 
incubadas 2 hs a TA o 2hs a TA y 16 hs a 4°C. Smaug1 no afecta la estabilidad de la enzima. En todos los 
ensayos la actividad de luciferasa fue medida tal como se indica en Materiales y Métodos.  
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Como era esperado, la represión traduccional de los reporteros fue proporcional a 

la cantidad relativa de hSmaug1-ECFP coexpresada en el ensayo (Fig. 5C). Para 

descartar que hSmaug1 tuviera un efecto en la actividad o en la estabilidad de la enzima 

luciferasa, incubamos extractos que expresaban únicamente el reportero wild type con 

otros expresando ECFP o hSmaug1-ECFP. En todos los casos observamos que el 

decaimiento de la actividad de la enzima fue similar (Fig. 5D), validando de esta manera 

nuestros ensayos. 

Estas observaciones indicaron que Smaug1 de mamíferos controla la traducción 

de mensajeros que poseen SREs en su 3’ no codificante sin afectar los niveles de los 

mismos. El mecanismo por el cual Smaug1 reprime la expresión de sus transcriptos 

blanco no fue investigado en la presente tesis.  

 

4. Smaug1 y maquinaria traduccional. 
 

Dado que nuestros datos indicaron que Smaug1 de mamíferos se comporta como 

un represor traduccional, decidimos investigar cual era la interacción de Smaug1 con la 

maquinaria de síntesis de proteíca. Para esto, realizamos gradientes de velocidad de 

sedimentación en los cuales las subunidades ribosomales (40S y 60S), los ribosomas 

(80S) y polisomas (160S y más) migran diferencialmente (ver Materiales y Métodos). En 

ellos analizamos extractos postnucleares de cultivos de células BHK-21 expresando 

hSmaug1-V5 y encontramos que hSmaug1 sedimentaba mas lentamente que la 

subunidad menor del ribosoma (40S) (Fig. 6A). Simultáneamente analizamos la 

distribución de Smaug de Drosophila coexpresada en el mismo cultivo. Encontramos que 

Smaug de Drosophila comigraba con hSmaug1-V5, ya sea como proteína libre, o, como 

ribonucleopartícula pequeña, libre de subundidades ribosomales (Fig. 6A).  

Comparamos también la movilidad de hSmaug1 con hStaufen1, proteína de unión 

a ARN doble cadena que se asocia a polisomas (Thomas et al, 2005; Luo et al, 2002). 

Para esto, una construcción que codifica para hStaufen1-V5 fue contransfectada y 

analizada en simultáneo con hSmaug1-V5. Similar a Staufen1 endógena, hStaufen1-V5 

comigró con polisomas, indicando que la sobrexpresión no perturba la distribución 

subcelular de las proteínas transfectadas (Fig. 6A) y que  Smaug forma partículas libres 

de subunidades ribosomales.  
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Dado que nos interesaba particularmente la función de Smaug1 como represor 

traduccional en el SNC, investigamos de igual manera la asociación de mSmaug1 con la 

maquinaria traduccional en muestras de cerebro de ratón. Aislamos extractos 

enriquecidos en PSDs, y observamos que mSmaug1 migraba como una partícula liviana 

(20S aproximadamente) que no se asociaba a polisomas o subunidades ribosomales (Fig. 

6B). En contraste, y tal como fue descripto previamente (Thomas et al, 2005), la proteína 

de unión a ARN doble cadena Staufen1 fue detectada tanto en partículas livianas como 

asociada a polisomas (Fig. 6B).  

De estos experimentos concluimos que Smaug1 de mamíferos es capaz de 

reprimir traduccionalmente mensajeros que poseen motivos SREs en su 3´ no codificante. 

Esta proteína, que se expresa en el sistema nervioso central de mamíferos, 

aparentemente de forma específica en neuronas, forma partículas pequeñas que no 

contienen subunidades ribosomales, lo que sugiere que Smaug1 silencia transcriptos a 

nivel de la iniciación de la traducción, previamente al ingreso de la subunidad menor del 

ribosoma.  

 

Figura 6: A. Extractos de células BHK-21 cotransfectadas con plásmidos conteniendo hSmaug1-V5 y 
dSmaug (arriba) o Stau1-V5 (abajo) y analizados por Western blot. La posición de las subunidades 
ribosomales fue determinada por absorbancia a 254nm. B. Extracto de PSDs analizado en gradientes de 
sacarosa (20–60%, arriba o 10–30% abajo). Se evaluó la presencia de mSmaug1, Staufen 1 (Stau1), y S6, 
proteína marcadora de subunidad ribosomal menor por Western blot. Como marcador de 20S se incluyó β- 
galactosidasa, la cual fue detectada por un ensayo de actividad. Para evaluar la migración de las 
subunidades ribosomales analizamos la distribución del marcador de subunidad ribosomal menor S6 en el 
mismo gradiente Como en líneas celulares, la posición de las subunidades ribosomales y ribosomas fue 
determinada por absorbancia a 254nm. 
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Capítulo 2: 

La sobreexpresión de Smaug1 induce 

la formación de foci citoplasmáticos. 
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1. Smaug1 forma gránulos citoplasmáticos en líneas celulares. 

 

Luego de comprobar que hSmaug1 de mamíferos es un represor traduccional, 

analizamos su distribución subcelular. Para esto transfectamos distintas construcciones 

conteniendo la secuencia de esta proteína en líneas celulares de fibroblastos y 

analizamos su distribución por inmunofluorescencia. En un gran porcentaje de células (65-

85 %) encontramos que hSmaug1 se concentraba en gránulos citoplasmáticos de entre 

0,3 y 2 µm de diámetro (Fig. 7). Estos gránulos fueron observados en células de las líneas 

COS-7, BHK-21 y HeLa transfectadas con dos quimeras diferentes de Smaug1, una 

fusionada a un epitope pequeño (His6-V5) (Fig. 7A) y otra a la proteína celeste 

fluorescente ECFP (Fig. 7B). En todos los experimentos realizados, el número y el tamaño 

de los foci fueron proporcionales a los niveles de expresión. Como era esperado, los 

cultivos controles, transfectados con la secuencia codificante para la proteína fluorescente 

ECFP, no presentaron gránulos (Fig. 7B).  

 Nos preguntamos si estos gránulos se hallaban libres o asociados a otras 

estructuras celulares. Para investigar este punto, realizamos una extracción del material 

soluble citoplasmático con el detergente no iónico Tritón X-100 (TX-100) en células vivas 

(Thomas et al, 2005). Este tratamiento permite distinguir estructuras asociadas al 

citoesqueleto, las cuales quedan retenidas después del lavado, en tanto que el citosol y 

las membranas intracelulares son solubilizadas (Thomas et al, 2005). Encontramos que 

los foci de hSmaug1 quedaban retenidos después del tratamiento mientras que la señal 

soluble era extraída (Fig. 7C), lo cual indica que los gránulos de hSmaug1 se asocian de 

alguna manera al citoesqueleto.  

Observamos también que existía señal nuclear de hSmaug1 en un alto porcentaje 

de células, en todos los experimentos realizados. En algunas células pudimos observar 

también gránulos dentro del núcleo (Fig. 7A). Por estas razones, decidimos investigar si 

hSmaug1 entra y sale del núcleo, ya que esta proteína posee una señal NLS (Nuclear 

Localization Signal) entre los aminoácidos 410 y 420. Para esto tratamos células 

transfectadas con Leptomicina B, una droga inhibitoria de la exportina CRM1, y 

observamos un incremento en la señal de Smaug1 en el núcleo. Este resultado indica que  

hSmaug1 realiza shuttling entre el núcleo y el citoplasma (Fig. 7D), lo que nos lleva a 

especular que esta RBP es transportada al núcleo donde se une a sus mensajeros 

blancos y que es exportada al citoplasma conjuntamente con ellos.  
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Figura 7: A. Inmunofluorescencia (IF) realizada con el suero policlonal contra el dominio SAM de Smaug1 y el 
anticuerpo monoclonal contra el epitope V5. Se observa que ambos anticuerpos reconocen los mismos foci. B. 
Izquierda: foci citoplasmáticos de Smaug1 observados después de 8hs de expresión de hSmaug1-ECFP en 
células COS-7. Derecha: Célula control transfectada con ECFP. C. Los foci de hSmaug1-V5 son resistentes  a 
la extracción de células vivas en Triton X-100 (TX-100). D. Distribución subcelular de hSmaug1-V5 después de 
exponer el cultivo a Leptomicina B (LMB) 2hs; se observa retención parcial de la señal en el núcleo. En todos 
los casos la barra indica 5μm. 
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Habiendo comprobado que hSmaug1 es un regulador traduccional de transcriptos 

conteniendo SREs, investigamos la presencia de ARNm en los foci de hSmaug1. Dado 

que los blancos específicos de Smaug1 de mamíferos son desconocidos, detectamos 

indirectamente la presencia de ARNm en los foci de hSmaug1 por inmunofluorescencia 

contra la proteína de unión a la cola de poliA (PABP). Esto nos indicó, de manera 

indirecta, que estas estructuras contenían transcriptos poliadenilados (Fig. 8). El 

reclutamiento de PABP fue observado en distintas líneas celulares de fibroblastos  

expresando cualquiera de las dos quimeras mencionadas mas arriba, a distintos tiempos 

de expresión y empleando distintos anticuerpos para reconocer PABP (Fig. 8A, B y D). En 

todos los casos se obtuvieron resultados similares. Además, encontramos que PABP 

quedaba retenida en los foci de hSmaug1 luego de la extracción con TX-100 (Fig. 8D). En 

las células no transfectadas o transfectadas con ECFP no observamos gránulos de PABP, 

la cual se encontraba uniformemente distribuida en todo el citoplasma (Fig. 8C). Sin 

embargo, no todos los foci de hSmaug1 poseían marca para PABP (Fig. 8A y 8D). 

Encontramos que esta proteína estaba ausente en  los gránulos de menor tamaño. 

Tinciones en distintas líneas celulares mostraron que Smaug1 transfectada formaba dos 

tipos de gránulos: los de tamaño mayor a 0,6 μm de diámetro, que además contienen 

PABP y los de tamaño menor a 0,5 μm que no poseen PABP. Esto sugiere que algunos 

gránulos poseen mensajeros adenilados, por lo que reclutan PABP, mientras que otros, 

poseen mensajeros que fueron deadenilados o no contienen ARNm. 

 

Figura 8: Reclutamiento de PABP en los gránulos de Smaug1. La tinción para PABP (A–D) fue realizada en 
células COS-7 transfectadas con hSmaug1 (hSmg1) o ECFP durante 16hs (A y D); células BHK después de 
8hs de expresión (B) o células BHK después de 16hs de expresión (C). Un anticuerpo policlonal contra PABP 
fue usado en A y D, y uno monoclonal en B y C. En D. PABP es retenida en los foci de Smaug1 luego de la 
extracción con Triton X-100. En todos los casos se observa que los foci de Smaug1 de mayor tamaño reclutan 
PABP en cualquier condición mientras que los pequeños no lo hacen (flechas rosas). 
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2. Los foci de Smaug1 están en equilibrio con polisomas. 

Una de las características de los foci de silenciamiento de ARNm es que están en 

equilibrio con el aparato traduccional de la célula. Como se detalla en la introducción, si 

aumenta la cantidad de polisomas, disminuyen tanto los PBs como los GEs ya que los 

mensajeros son retenidos en la maquinaria traduccional. Cuando disminuye la cantidad de 

polisomas y se liberan mensajeros al citoplasma, estos foci aumentan en número y/o 

tamaño. Este equilibrio puede ser modificado farmacologicamente mediante drogas que 

tienen efectos opuestos en los polisomas: cicloheximida, que estabiliza los polisomas, y 

puromicina, que los desensambla. 

Probamos entonces el efecto de estas drogas en los foci de hSmaug1 observados 

en líneas celulares transfectadas. Encontramos que el tratamiento con cicloheximida 

produjo la disolución de los foci en la mayoría de las células, observándose la señal 

correspondiente a Smaug1  distribuída homogéneamente en el citoplasma (Fig. 9A). En 

cambio, el tratamiento con puromicina produjo no solamente un aumento en el tamaño de 

los gránulos de hSmaug1 sino que también aumentó el número de células transfectadas 

que poseían señal granular para Smaug1 (Fig. 9B). El efecto fue cuantificado  a distintos 

tiempos de tratamiento, observándose que el fenotipo se hacía mas penetrante con la 

prolongación del tiempo de incubación (Fig. 9B). Finalmente, evaluamos si los cambios en 

el fenotipo se debian a cambios en los niveles de expresión de la proteína transfectada. 

Un análisis por western blot indicó que no existen diferencias significativas en la cantidad 

de proteína de los cultivos tratados con cicloheximida, puromicina o vehículo (Fig. 9C). 

Todo esto indica claramente que Smaug1 forma verdaderos foci de silenciamiento al ser 

sobreexpresada. 
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Figura 9: Los foci de hSmaug1 son desensamblados cuando se estabilizan los polisomas mientras que 
aumentan su tamaño cuando los polisomas son desestabilizados. A. Células BHK-21 transfectadas con 
hSmaug1-V5 o hSmaug1-ECFP fueron tratadas con cicloheximida (CHM), puromicina (Puro) o H2O (C) 
durante 2hs y luego fijadas y analizadas por IF. Las fotos muestran el fenotipo mas representativo de 
cada tratamiento. Todas las construcciones utilizadas ensayadas mostraron el mismo efecto. B. Tabla 
indicando los porcentajes de cada fenotipo (mostrados en A) para cada tratamiento. (n: número de 
células transfectadas analizadas en base al cual se calcularon los porcentajes). C. western blot para los 
mismos cultivos. Obsérvese que la cantidad de proteína no varía con el tratamiento. 
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3. Los foci de Smaug1 reclutan componentes de Gránulos de Estrés. 

 

Durante el transcurso de esta tesis se describieron en la literatura la existencia de 

los gránulos de estrés (GEs) y los cuerpos de procesamiento (PBs), descriptos en detalle 

en la introducción de esta tesis. Ambos, GEs y PBs, son estructuras que poseen 

mensajeros silenciados presentes en el citoplasma. Mientras que los PBs son 

constitutivos (ver Introducción y Parker et al, 2007), los GEs son transitorios y 

exclusivamente inducidos durante estrés celular (ver Introducción y Kedersha et al, 2002 

a). Debido a que hSmaug1 formaba foci de silenciamiento, decidimos estudiar si los foci 

de Smaug1 coincidían con alguna de estas estructuras recientemente descriptas. Para 

esto realizamos ensayos de inmunofluorescencia con marcadores específicos de PBs y 

GEs.  

Encontramos que TIAR, componente de GEs, era frecuentemente reclutado a los 

foci de hSmaug1 que contenían PABP, aún sin haber inducido estrés celular (Fig. 10A, B 

y D y tabla 2). TIA-1, otra proteína nuclear marcadora de GEs, fue también detectada en 

los foci de Smaug1 en numerosas transfecciones realizadas en células BHK-21 o COS-7 

(Fig. 10A, B y C). La presencia de TIAR y TIA1 en los foci de hSmaug1 fue siempre 

simultánea (Fig. 10A y B). Observamos que la colocalización con TIAR y TIA-1 se 

producía en gránulos de mediano y gran tamaño (Fig. 10 A y B), en células donde el nivel 

de expresión era alto. Observamos también que no todos los foci de hSmaug1 contenían 

estos marcadores, coincidiendo la ausencia de los mismos con un menor diámetro de los 

foci (Fig. 10 C y D), de manera  similar a lo que ocurría con PABP. 

 

 

 

 

FIGURA 11: Construcciones de hSmg1 expresadas en células BHK (A–C) o COS-7 (D). Se realizó 
inmunofluorescencia para las proteínas indicadas luego de 16hs de expresión (A, B y D) o al mismo tiempo de 
expresión luego de la extracción en células vivas con TX-100 (C). TIAR y TIA-1 fueron detectadas 
simultáneamente en los foci de hSmaug1. Foci negativos (flechas rosas) y positivos  (flechas amarillas) para 
TIA-1 y TIAR coexisten en la misma célula. 
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Los resultados anteriores indican que Smaug1 forma dos poblaciones de gránulos 

citoplasmáticos: los mas pequeños, que podrían contener ARNm deadenilados y los de 

mayor tamaño, que poseen características similares a gránulos de estrés en cuanto a su 

composición y plasticidad. Cabe destacar que estos foci se forman en ausencia de estrés 

celular, lo que nos llevó a preguntarnos si en estas condiciones, la formación de GEs por 

estrés celular no se vería facilitada por la presencia de estas estructuras preexistentes. 

Para evaluar esto, realizamos una inmunofluorescencia en líneas celulares transfectadas 

con hSmaug1 monitoreando la formación de GEs identificados por TIA1 en intervalos de 5 

minutos y por un lapso de 35 minutos después de un estímulo de estrés oxidativo. 

Encontramos que la presencia de los foci de hSmaug1 no sólo no facilitaron si no que 

retrasaron ligeramente la formación de los GEs (Fig. 11A), presumiblemente por 

células con foci % colocalización 
Construcción Línea celular 

N % PABP TIAR TIA-1

400 66 ND ND ND 

58 85 100 ND ND 

73 76 ND 63 69 
BHK-21 a 

167 83 ND ND 79 

141 83 ND 65 ND 
BHK-21 

114 70 98 52 ND 

hSmaug1-ECFP 

COS-7 112 83 94 64 ND 

138 80 93 ND 66 
BHK-21 

123 81 ND 66 ND hSmaug1-V5 

COS-7 99 83 ND 68 ND 

BHK-21 90 100 b 84 77 ND hSmaug1-ECFP (después 

de lavar con TX100) COS-7 97 100 b 92 73 ND 

Tabla 2: Presencia de PABP, TIAR y TIA-1 en células con foci de hSmaug1 transfectada. células con foci: Se 
consideraron como células con gránulos aquellas que posean mas de 4 gránulos de hSmaug1 de un tamaño 
mayor a 0.5 μm. Se indica el porcentaje relativo versus el total de células transfectadas. % de colocalización: 
La frecuencia de los gránulos de hSmaug1 y la presencia de PABP y las proteínas marcadoras de GEs fue 
analizada en experimentos independientes de transfección por IF y posterior microscopía confocal. Las 
determinaciones fueron realizadas después de 16hs de expresión salvo que se indique lo contrario. Se calculó 
el porcentaje de células que mostraba colocalización con los diferentes marcadores relativo al número de 
células con foci de hSmaug1. Se consideraron como positivas para la colocalización aquellas que poseyeran 
un 60% de los gránulos con doble marca. Las células positivas para PABP siempre mostraron un porcentaje 
mayor al 95% de marca doble en los gránulos mayores de 0,5μm. ND: no determinado. N: número de células 
transfectadas analizadas. a: Las determinaciones se realizaron después de 8hs de expresión. b: Luego del 
lavado con TX100 no se observaron células con señal difusa para Smaug1 
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secuestro de algún o algunos componentes claves en la formación de los mismos tales 

como TIAR y TIA1, los cuales son fuertemente reclutados en condiciones basales. De 

acuerdo con esta hipótesis, el porcentaje de células con foci de hSmaug1 disminuyó 

durante el proceso de formación de los GEs (Fig. 11B), probablemente debido a la 

relocalización de componentes celulares a los GEs en crecimiento. 
 

 
 

 

 

 

 

Figura 11: A. Análisis de la formación de gránulos de estrés en células COS-7 transfectadas con hSmaug1 
durante 16hs y luego tratadas con AsO4Na2 250 mM (conocido inductor de estrés oxidativo (Kedersha y 
Anderson, 2008) por los tiempos indicados. Se muestra la curva de formación en células control (no T con 
gránulos de TIA-1) y en células con gránulos de hSmaug1 (T con gránulos de TIA-1) evaluadas en el mismo 
campo, para cada punto. Se observa que la presencia de los foci de hSmaug1 produce un retardo leve en la 
formación de los GEs. B. Variación de células con gránulos de hSmaug1 durante el tiempo de formación de los 
GEs. 
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En síntesis, estos resultados sugieren que hSmaug1 sobreexpresada en líneas 

celulares forma foci citoplasmáticos de silenciamiento de ARNm distintos de los GEs pero 

capaces de reclutar componentes de los mismos dificultando su formación al inducir 

estrés celular.  

Decidimos investigar a continuación si los gránulos de hSmaug1 se relacionaban 

con PBs. Para estudiar esto, analizamos la distribución de dos marcadores específicos de 

estos foci: GW182 y Dcp1 las cuales mostraron una relación diferente con los gránulos de 

hSmaug1. En el primer caso, observamos que el mayor porcentaje de los foci formados 

por hSmaug1 y GW182 se excluían mutuamente, aunque existía una pequeña población 

en la cual ambas estructuras se encontraban vecinas (Fig. 12A). En cambio, los PBs 

marcados por Dcp1 mostraron cierto solapamiento con los foci de hSmaug1 (Fig. 12B). 

Un análisis cuantitativo indicó que el 58,1% de los gránulos de hSmaug1 se solapaban 

con los de Dcp1 sin formar parte de las mismas estructuras y sólo existía un 3,3% de 

colocalización.  



Resultados 

 49

 
 

 

 

Los resultados mostrados en este capítulo y los que se verán en los experimentos 

realizados en neuronas (Capítulo 3) demuestran que los foci de hSmaug1 y los PBs son 

estructuras distintas, aunque el estrecho contacto entre ambos sugiere que estos foci 

podrían estar relacionados funcionalmente entre si. 

 

 
4. Distribución subcelular de Smaug de Drosophila  

 

Paralelamente al análisis de Smaug1 de mamíferos, analizamos la distribución 

subcelular de dSmaug en líneas celulares, la cual no había sido investigada previamente. 

Figura 12: Inmunofluorescencia para GW182 (A) o Dcp1 (B) realizadas en células HeLa sobreexpresando 
hSmaug1-ECFP. La barra indica 5μm. 
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Para esto, realizamos una transfección a tiempos cortos con una construcción que 

contenía la secuencia de Smaug de Drosophila (dSmaug). Observamos que dSmaug 

también formaba gránulos citoplasmáticos al ser expresada en líneas celulares de 

fibroblastos (Fig. 13A), similares a los formados por hSmaug1. Además, los foci de 

dSmaug colocalizaban con los de hSmaug1 cuando ambas proteínas eran coexpresadas 

(Fig. 13B). Estos resultados sumados a los obtenidos por fraccionamiento subcelular 

expuestos en el Capítulo 1 sugieren una similitud estructural y funcional entre ambas 

moléculas. 

 
 

  
 

 

Los resultados presentados en este capítulo nos indican que Smaug1 forma foci 

de silenciamiento en líneas celulares no neuronales, característica que se mantiene en los 

homólogos de mosca y mamíferos. Como se verá en el capítulo siguiente, en neuronas, 

Smaug1 endógena también forma gránulos distintos de GEs y PBs, sugiriendo que 

Smaug1 es capaz de ensamblar estructuras microscópicamente visibles 

independientemente del contexto celular en el que se encuentre. Dado que estas 

estructuras son novedosas y difieren de otras ya conocidas denominamos S-foci a los 

gránulos formados por Smaug1.  

 

Figura 13. dSmaug (dSmg) forma gránulos citoplasmáticos en células COS-7 (A) que coinciden 
completamente con los de hSmaug1-ECFP, cuando ambas moléculas son coexpresadas (B). La barra indica 
5μm. 
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Capítulo 3: 

Smaug1 forma foci de silenciamiento 

plásticos al estímulo sináptico. 
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1. Smaug1 forma gránulos en neuronas de hipocampo en cultivo. 
 

Después de haber demostrado que Smaug1 de mamíferos regula 

traduccionalmente mensajeros a los que se une específicamente, que forma foci de 

silenciamiento y que se expresa en el SNC, nuestro siguiente paso fue analizar la 

distribución subcelular de Smaug1 en neuronas. Para esto, pusimos a punto en el 

laboratorio el cultivo primario de neuronas de hipocampo de rata y realizamos 

inmunofluorescencias con el suero antiSAM descripto en el Capítulo 1.  

En este punto, debemos agradecer profundamente a la Dra. Analia Reines por su 

gran dedicación y por todo el tiempo que invirtió en la enseñanza de los cultivos primarios 

y al Dr. David Colman, por haber puesto a nuestra disposición su laboratorio en el 

Montreal Neurological Institute (Montreal, Canadá)  

De manera similar a lo observado en líneas celulares no neuronales, encontramos 

que Smaug1 de rata (rSmaug1) se localizó en el citoplasma de neuronas formando 

gránulos. Estos foci resultaron de tamaño uniforme, entre 0,3 y 0,5 μm, distribuidos en el 

soma, dendritas y tambiénen la cercanía de las sinapsis en neuronas maduras (Fig. 14A). 

Con cierta frecuencia observamos también la presencia de Smaug1 en el núcleo (Fig. 

14A).  

Dado que la traducción localizada en espinas dendríticas es altamente relevante a 

la fisiología neuronal (ver Introducción), nos enfocamos en los foci adyacentes a las 

sinapsis. Identificamos las mismas mediante inmunofluorescencia contra dos proteínas 

marcadoras: Sinapsina,  ubicada en las membranas de las vesículas presinápticas; y 

PSD95,  proteína estructural clave de la densidad postsináptica. Mediante microscopía 

confocal encontramos que los S-foci ubicados en las cercanías de las sinapsis se ubican 

en el lado postsináptico (Fig. 14B) frecuentemente asociados a los spots de PSD95. Esta 

distribución es consistente con lo descripto en el Capítulo 1 donde, por fraccionamiento 

bioquímico, se obtuvo un importante enriquecimiento en Smaug1 en densidades 

postsinápticas. 
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Como se describe en la introducción, ciertas proteínas de unión a ARN que se 

expresan en neuronas y que están involucradas en el transporte y silenciamiento de 

mensajeros presentes en las dendritas forman complejos macromoleculares que se 

observan por inmunofluorescencia como foci similares a los aquí descriptos conteniendo 

Smaug1. Dos de ellas, de gran interés por estar involucradas además en patologías 

neurodegenerativas específicas, son FMRP (Fragile X Mental Retardation Protein) y SMN 

(Survival Motor Neuron). Por lo tanto, nos interesó investigar la presencia de estas dos 

proteínas en los gránulos de Smaug1. Encontramos que los gránulos de Smaug formaban 

una población diferente de aquellos que contienen FMRP (Fig. 15A) o SMN (Fig. 15B),  no 

detectando en ningún caso la presencia de estas proteínas en los S-foci. 

Figura 14. Inmunofluorescencia en neuronas de 15 días de desarrollo in vitro (DIVs) contra Smaug (rojo), 
tubulina beta III (azul) y PSD95 (verde) donde se observa la distribución de Smaug1 (Smg1). A. Se observan 
los S-foci en una neurona madura mostrando en detalle algunos gránulos en: 1) soma; 2) sinapsis y 3) 
dendritas. La barra indica 10 μm. B. foci de Smg1 en la postsinapsis adyacente al marcador PSD95. En blanco 
se trazó el contorno de la espina dendrítica. 
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2. Relación entre S-foci, GEs y PBs 
 

La presencia de PBs y GEs fue descripta en neuronas muy recientemente, 

durante el desarrollo de esta tesis (ver Introducción). Analizamos la relación de GEs y 

PBs con los S-foci en neuronas de cultivos primarios, como lo habíamos realizado en 

líneas celulares transfectadas con hSmaug1 (Capítulo 2).  

Primero, analizamos por inmunofluorescencia contra Smaug1 y el marcador 

TIAR  la relación entre GEs y S-foci. Encontramos que los foci de Smaug1 neuronales 

no contenían este marcador (Fig. 16A). Incluso luego de inducir estrés oxidativo y 

comprobar la presencia de GEs en el citoplasma de las neuronas, observamos que los 

foci de Smaug1 no reclutaban componentes de GEs. Notablemente, los GEs inducidos 

por estrés oxidativo presentaban foci de Smaug1 en sus adyacencias (Fig. 16A). Tal 

como esperabamos, encontramos que los PBs presentes en neuronas y marcados por 

tinción contra Dcp1 aparecían vecinos y en contacto con los gránulos de TIAR, de 

Figura 15. A. Neuronas maduras (23DIVs) donde se observa que los foci de Smaug1 presentes en las 
dendritas marcadas con MAP2, difieren de los gránulos formadas por la proteína del X frágil (FMRP). 
Barra: 0,5μm. B) Dendritas de neuronas de 21 DIVs teñidas para Survival Motor Neuron protein (SMN) y 
Smaug1 donde se observa que estas proteínas forman estructuras distintas. Barra: 1μm. 
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manera similar a los S-foci (Fig. 16B). En contraste, FMRP y Staufen1 se relocalizan a 

GEs al inducir estrés celular (no mostrado), sugiriendo diferencias funcionales entre 

Smaug1 y estas RBPs. 

 

 
 

 

 

 

 

 

A continuación, estudiamos la relación entre S-foci y los PBs por 

inmunofluorescencia contra Dcp1a y Smaug1. Inicialmente solo contábamos con 

anticuerpos de conejo contra estas proteínas, por lo que  recurrimos al uso de 

fragmentos Fab contra inmunoglobulinas de conejo como bloqueante, de modo de 

poder detectar los dos antígenos en la misma inmunotinción  (Ver Materiales y 

Métodos). Estos ensayos preliminares demostraron cierta colocalización entre los S-

foci y los PBs (Fig. 17A), como ya habíamos observado en líneas celulares. En una 

segunda etapa, disponiendo ahora de un anticuerpo antiDcp1a hecho en ratón, 

comprobamos que los foci de Smaug1 no coincidían con los PBs marcados con Dcp1a 

Figura 16. Tanto los S-foci (A) como los PBs (marcados con Dcp1a) (B) presentes en las neuronas no 
reclutan marcadores de estrés (TIAR, en verde) ni en situación control (izquierda) ni luego de inducir 
estrés (arsenito de sodio 500 μM, 60 minutos) (derecha). A la derecha de ambas partes de la figura se 
observa que en situaciones de estrés, PBs y S-foci  se encuentran adyacentes a los GEs. La barra indica 
0,5 μm 
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(Fig. 17B). Sin embargo,  encontramos que existía una relación espacial entre ambos: 

el 41,6% de los gránulos de Smaug1 adyacentes a las sinapsis poseía un PB 

estrechamente asociado.  

 
 

 

 

 
 
3. Los S-foci están en equilibrio con polisomas 

Para investigar si los foci de Smaug1 presentes en neuronas forman  estructuras 

relacionadas con el silenciamiento de ARNm, tratamos cultivos primarios de neuronas con 

cicloheximida y puromicina tal como lo habíamos hecho en líneas celulares (ver Capítulo 

2  y Materiales y Métodos). Observamos que cuando se estabilizaron los polisomas por el 

tratamiento con cicloheximida, no se alteró significativamente el tamaño de los S-foci (Fig. 

18A) pero si disminuyó el número de estas estructuras, aunque esta caida no fue 

biológicamente significativa (Fig. 18B y 19). Por el contrario, cuando se desensamblaron 

los polisomas por puromicina, el área de los foci aumentó significativamente en tanto que 

no pudimos observar cambios significativos en el número (Fig. 18A y 19). Estos 

Figura 17. Cultivos maduros de neuronas (17DIVs) teñidos para Dcp1 y Smaug1 A) Tinción con bloqueo por 
fragmentos Fab para dos anticuerpos contra distintos antígenos realizados en conejo. Si bien existe 
colocalización para ambas marcas, las formas de ambos foci son distintas, por lo que se podría tratar de una 
colocalización parcial, lo que confirmamos en B) con anticuerpos realizados en distintas especies. Las flechas  
muestran los foci en los cuales existe colocalización parcial. 
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resultados, junto con los del Capítulo 2, indican que el represor traduccional Smaug1 

ensambla foci de silenciamiento en neuronas y sistemas heterólogos. 

 

 

 
Este tipo de análisis farmacológico para desplazar el equilibrio existente entre 

gránulos de ARN y polisomas no había sido realizado previamente para ningún otro 

gránulo de ARN neuronal, por lo que nos interesó comparar el comportamiento de los S-

foci con los gránulos formados por FMRP (Fig 19). Encontramos que el tratamiento con 

cicloheximida y puromicina tuvo un efecto similar en los gránulos de FMRP, lo que sugiere 

que estas partículas son dinámicas e intercambian mensajeros con el citosol 

constantemente. Además, observamos que aunque los gránulos de FMRP y Smaug 

aumentaron en tamaño con el tratamiento de puromicina,  seguían siendo estructuras 

independientes, confirmando que se trata de dos Gránulos independientes (Fig 19). 

Figura 18. Análisis de la variación de tamaño (A) y número (B) de los S-foci en dendritas de neuronas 
tratadas con cicloheximida, puromicina, o vehículo (H2O) durante dos horas.  Test realizado: Kruskall-Wallis. 
ns: no significativo, * P<0,05, *** P< 0,0001 
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Estos resultados indican que existen múltiples foci de silenciamiento en dendritas, 

los cuales silencian mensajeros o los liberan al citoplasma con diferentes dinámicas y 

presumiblemente, respondiendo a distintos estímulos. 

 

4. Plasticidad de los S-foci.  

El transporte de mensajeros silenciados y la traducción localizada en la 

postsinapsis permite la disponibilidad rápida de proteínas necesarias para la primera fase 

de la plasticidad sináptica, la cual es independiente de transcripción, luego del estímulo 

sináptico. Nuestra hipótesis es que los foci de almacenamiento y/o silenciamiento de 

Smaug1 son relevantes al control de la traducción por actividad sináptica. Para investigar 

esta posibilidad, tratamos cultivos maduros de neuronas de hipocampo con KCl 90mM 

Figura 19. Los foci de Smaug1 y de FMRP están en equilibrio con el estado traduccional de la célula. En la 
figura se observa como ambos tipos de foci se disuelven al estabilizarse los polisomas y aumentan al 
aumentar las subunidades ribosomales libres. Barra: 0,5 μm 
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durante distintos períodos de tiempo (Fig. 20A), este tratamiento induce depolarización, 

liberando neurotransmisores masivamente (Antar et al, 2004). Inmediatamente, 

analizamos por inmunofluorescencia la presencia de los foci de Smaug1 en dendritas y 

sinapsis. Encontramos que los foci de silenciamiento de Smaug1 adyacentes a las 

sinapsis resultaban desensamblados por la depolarización (Fig. 20). Simultáneamente, el 

análisis de los foci de Smaug1 presentes en las dendritas indicó que no había cambios 

significativos en el número de gránulos presentes en el tiempo analizado, indicando que 

sólo son sensibles a depolarización los S-foci asociados a las sinapsis (Fig. 20B).  

 

 

 

Figura 20. A. Neuronas de 17DIVs fueron tratadas con KCl 90mM (final). Izquierda: Inmunofluorescencia 
para Smaug1 (rojo), PSD95 (verde) y MAP-2(azul) a tiempo 0 y final, donde se aprecia la desaparición de 
los foci de Smaug1. Derecha: Cuantificación del efecto a distintos tiempos de tratamiento. En cada caso se 
cuantificó el porcentaje de sinapsis que poseen S-foci adyacentes. B. 3 experimentos distintos realizados 
durante esta tesis (1.-ver Fig 24B  2.- ver Fig. 23  y 3.- ver Fig. 21). Se observa que no hay cambios en el 
número de S-foci en las dendritas y si en los S-foci adyacentes a las sinapsis, como se puede ver en las 
fotos a la izquierda. Barra: 0,5μm 
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Estos resultados sugieren que los S-foci presentes en las sinapsis regulan 

localmente transcriptos que serían liberados para su traducción en los polisomas 

presentes en la espina dendrítica. De ser así, la alteración de la estabilidad de los 

polisomas afectaría el desensamblado de los S-foci provocado por depolarización. Para 

probar esto, investigamos el efecto de cicloheximida y puromicina en el desensamblado 

de los S-foci adyacentes a la sinapsis inducido por KCl. Nuestros resultados mostraron 

que si los polisomas no podían ensamblarse debido a la presencia de puromicina, el 

porcentaje de sinapsis con S-foci adyacentes no disminuía por depolarización. En 

contraste, si los polisomas eran capaces de formarse y estabilizarse por cicloheximida, los 

S-foci se desensamblaban de un modo similar al control (Fig. 21). Estos resultados 

refuerzan la hipótesis de que los S-foci liberan mensajeros para que estos puedan ser 

traducidos en la postsinapsis. 

 

 

 

 

 

Seguidamente estudiamos si el desensamblado de los S-foci adyacentes a las 

sinapsis era permanente o, si los gránulos de Smaug1 se recuperaban si el KCl era 

retirado del medio. Para poder distinguir entre estas posibilidades, luego de la 

depolarización, cambiamos el medio por medio condicionado y evaluamos la presencia de 

S-foci en las sinapsis. Observamos que el porcentaje de sinapsis conteniendo S-foci era 

Figura 21. Neuronas de 17 DIVs fueron tratadas con cicloheximida (CHX), puromicina (Puro) o vehículo 
(H2O) (control) durante 20´ luego de los cuales se agregó en el medio KCl (+KCl) o H2O (-KCl) durante 10´.  
Posteriormente fueron fijadas, teñidas y finalmente analizada la distribución de los foci de Smaug1. Las 
sinapsis se identificaron por tinción contra Sinapsina. El análisis se realizó por ANOVA de dos factores:  
* P< 0,05; *** P<0,0001; ns: no significativo. 
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similar en el control y en los cultivos tratados y recuperados (Fig. 22). En ningún caso 

observamos cambios significativos en la morfología de las células analizadas. 

 

 

 

 

 

Se ha reportado que ciertas RBPs  se degradan para permitir la traducción de sus 

ARNm blanco (Hou et al, 2006). Se sabe también que existen subunidades del 

proteasoma presentes en las espinas dendríticas. Analizamos si se requería la 

degradación de Smaug1 para permitir el desensamblado de los S-foci. Preliminarmente, 

para probar esta hipótesis inhibimos farmacológicamente el proteasoma mediante dos 

drogas: MG132 y Lactacistina, y analizamos por inmunofluorescencia como se afectaba la 

relajación de los S-foci por depolarización. En ningún caso observamos con ninguno de 

los tratamientos ensayados variaciones con respecto a los controles (Fig. 23). Esto nos 

sugirió que la degradación de Smaug1 vía proteasoma no es requerida para la relajación 

de los S-foci adyacentes a las sinapsis, lo que está de acuerdo con la reversibilidad del 

fenómeno.  

Figura 22: Neuronas de 17DIVs fueron tratadas con KCl 90mM final (+KCl) o no (-KCl). Arriba: esquema del 
ensayo. Abajo: Fotos representativas de cada punto  (la barra indica 0,5μm) (derecha), y cuantificación 
(izquierda). Después de 16hs de retirado el KCl el porcentaje de sinapsis con foci de Smaug1 no posee 
diferencias significativas ni con el –KCl 16hs ni con el -KCl inicial. Los resultados fueron analizados mediante 
ANOVA de dos factores (post-test de Bonferroni)  *** P<0,001. 
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La respuesta de depolarización es compleja e implica la activación de múltiples 

receptores. Para probar si los foci de Smaug1 respondían a estímulo sináptico, 

bloqueamos los distintos receptores involucrados en la activación de las sinapsis 

farmacológicamente. Utilizamos ácido quinurénico, bloqueante no selectivo de los 

receptores de glutamato, y picrotoxina, inhibidor selectivo de los receptores GABAA.   

Encontramos que la relajación de los foci de Smaug1  (Fig. 24A) fue bloqueada al inhibir 

el estímulo excitatorio de los receptores de Glutamato. 

Estos resultados sugirieron que la disolución de los S-foci adyacentes a la sinapsis 

dependía de actividad sináptica asociada a receptores de glutamato. Por esta razón, 

investigamos a cuales receptores, AMPAR o NMDAR, respondía el desensamblado de los 

S-foci. Para esto bloqueamos los receptores de glutamato que responden a NMDA 

mediante el antagonista selectivo 2-amino-5-fosfonovalerato (APV) y los sensibles a 

AMPA mediante 6-ciano-7-nitroquinoxalinil-2,3-diona (CNQX). Encontramos que el 

desensamblado de los S-foci requirió la activación de receptores de NMDA (Fig. 24C), en 

tanto que el bloqueo de AMPAR no tuvo efecto. 

Como control, incluímos tinción contra FMRP en este análisis y estudiamos la 

desaparición de los foci de esta proteína de las sinapsis (Fig. 24B). Este fenómeno, como 

Figura 23. Neuronas de 15DIVs fueron tratadas con Lactacistina 10uM (Lacta), MG132 10uM (MG132) o 
nada (en el caso del control) durante 20´ luego de los cuales se agregó en el medio KCl (+KCl) o nada (-KCl) 
durante 10´. Posteriormente fueron fijadas, teñidas y finalmente analizada la distribución de los foci de 
Smaug1. Las sinapsis fueron identificadas por tinción contra Sinapsina. *** P< 0,001; ** P<0,01 ANOVA de 
dos factores. Post test de Bonferroni. La efectividad de los inhibidores fue probada por su efecto en GEs 
(Thomas, comunicación personal).  
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fue ya descripto por Basell y colaboradores (Antar et al, 2004), resultó mediado por 

receptores a AMPA e independiente de NMDAR.  

 

 

 

 

Conjuntamente, estos resultados nos sugieren fuertemente que Smaug1 forma foci 

de silenciamiento citoplasmático en neuronas maduras. Los S-foci adyacentes a las 

sinapsis responden al estímulo sináptico mediado por receptores a NMDA, 

Figura 24. A) Neuronas de 18DIVs fueron tratadas con ácido kinurenico, picrotoxina o nada (control) (A) y 
APV, CNQX o nada (control) (B y C) durante 5´ luego de los cuales se agregó en el medio KCl (+KCl) o 
nada (-KCl) durante 10´. Posteriormente las células fueron fijadas, teñidas y finalmente analizada la 
distribución de los S-foci (A y C) o FMRP (B). Las sinapsis fueron identificadas por tincion contra 
Sinapsina. El análisis se realizó por ANOVA de dos factores (Post-test de Bonferroni): * P< 0,05, ** 
P<0,01; *** P<0,0001; ns: no significativo. Barra: 1 μm. 
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desensambladose transitoriamente sin requerir la degradación de Smaug1 y 

presumiblemente liberando transcriptos para que sean traducidos localmente. 

 

  

5. PI3K media el desensamblado de los S-foci. 

 

En neuronas de hipocampo existen múltiples cascadas de señales que median y 

regulan la comunicación entre la activación sináptica y la síntesis local de proteínas (ver 

Introducción). Decidimos investigar si la vía mediada por Calcio y PI3K está involucrada 

en la disolución de los S-foci adyacentes a las sinapsis. Para esto, bloqueamos el 

aumento del calcio intracelular mediante un quelante, EGTA-AM, y la quinasa PI3K con el 

inhibidor específico wortmanina (Fig. 25). Observamos que el bloqueo del aumento de 

Calcio en el medio intracelular inhibía la disolución de los S-foci adyacentes a las sinapsis 

(Fig. 25). La inhibición de PI3K, también impidió el desensamblado de los S-foci por 

depolarización (Fig.25), de manera similar al EGTA-AM.  

 

 

 

 

 

Fig. 25. Neuronas de 17 DIVs fueron tratadas con EGTA-AM, Wotmanina o nada (control) durante 10´ luego 
de los cuales se agregó en el medio KCl (+KCl) o nada (-KCl) durante 10´. Posteriormente, las neuronas 
fueron fijadas, teñidas y finalmente analizada la distribución de los S-foci presentes en la postsinapsis. Las 
sinapsis se identificaron por tinción contra Sinapsina. El análisis se realizó por ANOVA de dos factores: *** 
P<0,0001. 
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Los resultados presentados en este capítulo sugieren de manera contundente que 

los gránulos de Smaug1 adyacentes a las sinapsis son  foci de silenciamiento que 

responden a la activación del receptor de NMDA, liberando mensajeros reprimidos que se 

incorporan a los ribosomas localizados en la espina dendrítica para su traducción. Esta 

respuesta está mediada por la vía de la quinasa PI3K.  
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Capítulo 4: 

Smaug1 modula la sinaptogénesis 
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1. Expresión de Smaug1 durante el desarrollo de neuronas en cultivo. 

 

` La sinaptogénesis se produce tardíamente durante el desarrollo neuronal, una vez 

que las neuronas formaron su árbol dendrítico y comienzan a conectarse con otras 

vecinas. Dado que Smaug1 forma foci de silenciamiento en neuronas maduras y que los 

S-foci adyacentes a las sinapsis resultan plásticos al estímulo sináptico, decidimos 

investigar la expresión de Smaug1 durante el desarrollo, en particular,  durante el proceso 

de sinaptogénesis. Para esto extrajimos proteína de cultivos a distintos días de desarrollo 

in vitro y analizamos mediante western blot la expresión de Smaug1 y de componentes de 

la sinapsis. Hallamos que Smaug1 se expresa de manera diferencial durante el desarrollo 

neuronal in vitro (Fig. 26 y 27). Detectamos que Smaug1 comienza a expresarse 

alrededor del día 7 u 8 y continúa durante todas los puntos analizados. El patrón de 

expresión coincidió con el de los dos marcadores de sinapsis analizados y descriptos 

previamente: Sinapsina, marcadora del compartimento presináptico, y PSD95, del 

compartimento postsináptico (Fig. 26).  

 

 
 

 

 

Figura 26. Expresión de Smaug a lo largo del desarrollo in vitro. DIV: días in vitro Arriba: tinción para MAP2 
indicando el grado de desarrollo de las neuronas. Abajo: La señal de Smaug1, Sinapsina (Syn) y PSD95 
aumenta durante el desarrollo como se observa en el western blot mientras que la de  actina permanece 
constante. Las barras negras indican cantidad de proteína  total en cada calle (10 y 5 μg para cada estadío). 
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Observamos lo mismo por inmunofluorescencia en neuronas inmaduras (5 DIVs) y 

maduras (17DIVs) donde comparamos la expresión de proteínas relevantes a la 

regulación traduccional en la sinapsis (FMRP y Staufen), marcadoras de PBs (Dcp1a) y 

los componentes de sinapsis PSD95 y Sinapsina; además de Smaug1 (Fig. 27).  

 

 

 

 

 

FMRP, Staufen1 y Dcp1a resultaron expresarse constitutivamente. En todos los 

casos observamos que estas proteínas forman gránulos en el compartimento 

somatodendrítico aún en neuronas inmaduras, donde todavía no se expresan los 

componentes sinápticos. En contraste, la expresión de Smaug1 se halla restringida a 

estadíos posteriores del desarrollo. Todo esto sugiere que Smaug1 es un regulador de la 

traducción que actúa específicamente en neuronas cuyas sinapsis se están ensamblando 

o ya se encuentran  establecidas. 

 

 

 

 

 

Figura 27. Neuronas inmaduras (5 DIVs) y maduras (17 DIVs) teñidas para RBPs relacionadas con la 
regulación de la traducción de ARNm: Smaug1 (Smg1), FMRP y Staufen1 (Stau1);  los componentes de las 
sinapsis Sinapsina (Syn) y PSD95; y componentes de foci de silenciamiento (Dcp1a). En todos los casos se 
incluyó tinción contra una proteína relacionada con el citoesqueleto: MAP2 o actina. 
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2. El silenciamiento de Smaug1 altera la morfología de las sinapsis. 
 

Dado que Smaug1 es un represor traduccional que se expresa tardíamente en 

neuronas en cultivo y se encuentra asociado a las sinapsis donde es específicamente 

sensible a la activación de receptores de NMDA, nos interesó investigar su relevancia 

durante la sinaptogénesis. Para esto, recurrimos al uso de la tecnología de ARN de 

interferencia (ARNi). 

Para estudiar la función de Smaug1 en neuronas de hipocampo en cultivo, 

utilizamos un pool de 4 siARNs comerciales (ver Materiales y Métodos). Primeramente 

probamos los siARNs en líneas celulares en las cuales simuláneamente transfectamos 

hSmaug1-ECFP o ECFP. Observamos que los siARN disminuían la expresión de Smaug1 

a un 50 % con respecto al control (Fig. 28). No observamos ningún efecto con siARNs 

específicos para Smaug2, ni disminución de la expresión de ECFP en ningún caso.  

 

 
 

 

 
 

 

Estos resultados nos confirmaron que los ARNi eran efectivos para Smaug1, por lo 

que procedimos a realizar la inhibición en neuronas. Para poner a punto la técnica,  

investigamos cual era el reactivo de delivery que nos permitía tener la mejor sobrevida 

con el mayor porcentaje de neuronas que contuvieran el siARN (ve Materiales y Métodos). 

Seguidamente,  utilizamos un ARNi contra el componentes de PBs Hedls, ya probado en 

Figura 28. Células COS-7 cotransfectadas con pECFP o phSmaug1-ECFP y simultáneamente inhibidas  
con un pool de siARN contra Smaug1 (siSmg1), siSmg2 (siSmg2) o sin blanco (siNT). Dos de las 4 
secuencias del pool de siSmg1 y dos de siSmg2 son 100% complementarias a las secuencias de hsmg1 y 
hsmg2 respectivamente, mientras que las demás poseen gaps. Sólo existe una disminución altamente 
significativa de la inmunofluorescencia para las células que expresan hSmaug1 y se hallan inhibidas con la 
secuencia específica para smaug1. *** p< 0.001. ANOVA de dos factores, post test de Bonferroni 
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el laboratorio en líneas celulares y que provoca una disminución marcada de los cuerpos 

de procesamiento (Thomas et al, 2009). Encontramos que la cantidad y el tamaño de los 

PBs marcados con Dcp1a en cultivos tratados con el pool de ARNi específico para Hedls 

disminuyó considerablemente (mas del 50%) al compararse con los cultivos tratados con 

el pool de ARNi sin blanco (Fig. 29). 

  

 
 

 

 

 

 

 

Por los resultados anteriores, silenciamos el mensajero de Smaug1 a partir de la 

aparición de la proteína (7 DIVs) y durante 7 días. Luego de este período, analizamos el 

silenciamiento del mensajero mediante PCR en tiempo real a partir de ARN extraído de 

los cultivos. Además, evaluamos la desaparición de la proteína por inmunofluorescencia 

de los mismos cultivos. Encontramos que los niveles de proteína disminuían alrededor de 

un 40% mientras que la expresión del ARNm caía un 80% con respecto al control (Fig. 

30). Encontramos que la caída observada para la proteína era menor que la 

correspondiente al mensajero smaug1, lo cual podría deberse a que la proteína tiene una 

vida media relativamente larga.  

Figura 29. Puesta punto del uso de ARN de interferencia en neuronas. Silenciamiento de componentes de 
PBs. Arriba: esquema del ensayo. Abajo: resultado del silenciamiento a 3 y 6 días,  donde se observa que es 
necesario un silenciamiento prolongado para obtener resultados significativos. Los análisis se realizaron por 
test de Student. ns: no significativo. *** p< 0,001. Para detalles de protocolo ver Materiales y Métodos. 
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Con estas herramientas, evaluamos el potencial efecto de la depleción de Smaug1 

en las sinapsis. Encontramos que el silenciamiento por períodos prolongados de tiempo 

(mayores a 7 días) alteraba la morfología de las mismas (Fig. 31A). En las neuronas en 

las cuales Smaug1 se hallaba silenciada, las sinapsis eran más pequeñas y más 

numerosas. Mediante análisis de doble ciego, clasificamos a las neuronas según el 

fenotipo observado (Fig. 31B): 1) Sinapsis normales (que eran el fenotipo que se 

presentaba en aproximadamente el 80% de las neuronas control o tratadas con el ARNi 

NT), 2) Sinapsis pequeñas y numerosas, el cual era observado mayoritariamente en 

células en las cuales Smaug1 estaba silenciada (≈55%) y 3) una categoría mixta para 

neuronas que no habían podido ser agrupadas en las anteriores (Fig 31B).  

Figura 30.  Cultivos de neuronas de hipocampo tratadas tres pooles distintos de siARN: sin blanco (siNT), 
Smaug1 (siSmg1), Smaug2 (siSmg2). La concentración final del siARN en cada caso fue 100nM. Arriba: 
Esquema del ensayo. Abajo: Cuantificación de la depleción de Smaug en los cultivos silenciados: 
Izquierda: Intensidad de la proteína Smaug1 en los cultivos tratados evaluada por inmunofluorescencia. ** 
P<0,01, ANOVA de un factor, post- test de Dunnett.  Se observa que sólo el siARN contra Smaug1 posee 
efecto en el silenciamiento del mensajero y consecuentemente en la inmunofluorescencia de la proteína 
producto. El ARNi contra Smaug2 no varía la intensidad de la fluorescencia medida. Derecha: Niveles de 
mensajero de smaug1 presente en los mismos cultivos evaluada por PCR en tiempo real y utilizando 
como control el mensajero de actina. ** P< 0,01, Test de Student.  
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Figura 31. Cultivos primarios de neuronas de hipocampo tratados con un pool de siRNA específico para 
smaug1 (siSmg1) o con un pool de siRNA sin blanco (siNT). Las neuronas fueron fijadas después de 7 días de 
tratamiento con los siRNA (a 14DIVs). A. Las inmunofluorescencias muestran una célula representativa en 
cada caso, donde se observa que Smaug1 disminuye y los “parches” sinápticos se tornan mas numerosos y 
pequeños en las neuronas tratadas con el pool siSmg1. B. Cuantificación de los fenotipos hallados por ensayos 
de doble ciego. 
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El análisis cuantitativo del número y tamaño de las sinapsis de cinco experimentos 

independientes confirmó estos resultados. El silenciamiento de Smaug1 produjo en todos 

los casos un aumento del número de sinapsis y la disminución del tamaño de las mismas 

(Fig. 32) con respecto a los cultivos tratados con el siARN no relevante. El efecto fue 

observado en cultivos inhibidos durante 7 o 15 días, en cultivos de alta o baja densidad y 

utilizando distintos marcadores sinápticos, específicamente, PSD95 y Sinapsina. En todos 

los casos analizados no observamos otros cambios morfológicos ni señales de apoptosis. 
 

 
 

 
Figura 32. Cultivos primarios de neuronas de hipocampo tratados con un pool de siRNA específico para 
smaug1 (siSmg1) o con un pool de siRNA sin blanco (siNT). A. Análisis de frecuencias acumuladas para el 
tamaño de las sinapsis. En la tabla a la derecha se indican las áreas promedio para cultivos de alta y baja 
densidad. B. Análisis de la variación del número de sinapsis considerando el n de sinapsis cada 10 um de 
dendrita en dos experimentos distintos para dos marcadores distintos tanto de sinapsis como de citoesqueleto.  
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Durante el desarrollo de estos experimentos, Chen y colaboradores sugirieron que 

la expresión de PSD95 en Drosophila podría estar regulada por el sistema Nanos-Pumilio 

(Chen et al, 2008). Nanos es blanco de Smaug en el ovocito fecundado de Drosophila y 

Nanos1, uno de los homólogos presentes en mamíferos, se expresa en neuronas (Fig 

33A). Por lo tanto, resultaba interesante investigar si se modificaba el nivel de expresión 

de PSD-95 en cultivos tratados con el pool siSmg1 mediante western blot (Fig 33B).  

 

 
 

 

 

 

 

Por western blot semicuantitativo, comprobamos que en los cultivos en los cuales 

Smaug1 se hallaba silenciada, la expresión de PSD95 disminuyó a un 30% con respecto 

al control. Esta disminución es similar a la experimentada por Smaug1. En contraste, no 

se observan variaciones significativas entre los cultivos tratados con el siNT y el ARNi 

Fig 33. A. Nanos1 se expresa en neuronas de mamíferos en forma de gránulos en las dendritas y el núcleo. 
B. Western blot donde se muestra la disminución de Smaug1 por el siARN y la consecuente bajada de PSD95 
mientras que las demás proteínas probadas no poseen diferencias significativas entre los cultivos control y 
tratados. A la izquierda se muestra la cuantificación de la intensidad de las bandas del blot con respecto a 
actina. 
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específico para Smaug en las bandas de Sinapsina, MAP2, y las de las proteínas del 

citoesqueleto analizadas (Fig 33B). 

Los resultados presentados en este capítulo indican que Smaug1 es relevante al 

desarrollo de las sinapsis en el hipocampo de roedor. Ademas, sugieren que PSD-95 es 

blanco de la vía de regulación de la traducción mediada por Smaug1, la cual podría incluir 

Nanos1 como intermediario. 

 



Discusión 

 76

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

Discusión



Discusión 

 77

 

1. Expresión de Smaug en el sistema nervioso central de mamíferos. 

 

En esta tesis estudiamos la expresión de Smaug1 en el sistema nervioso central 

de mamíferos. Encontramos que existen dos homólogos de dSmaug, los que 

denominamos Smaug1 y Smaug2. Ambos homólogos poseen un alto porcentaje de 

identidad entre sí. Demostramos que sólo Smaug1 se expresa en el sistema nervioso 

central, específicamente en neuronas y no así en otro tipo celular. La expresión de 

Smaug1 no se limita al sistema nervioso central ya que encontramos que este gen se 

expresa también en otros tejidos. No encontramos evidencia de la expresión de 

Smaug2 en el sistema nervioso central por ninguna de las técnicas ensayadas. No 

descartamos la expresión de Smaug2 en otros tejidos o tipos celulares o en el sistema 

nervioso, en determinadas condiciones o en subconjuntos específicos de neuronas.  

Encontramos que el ARNm de Smaug1 posee dos isoformas las cuales difieren 

en su 5’ no codificante. Estas isoformas se expresan diferencialmente en el tiempo. 

Mientras que la isoforma depositada en el genebank con el número de acceso 

AK034323 lo hace únicamente durante la vida postnatal, la variante que encontramos, 

la cual denominamos larga, se expresa exclusivamente durante la vida embrionaria. 

Hipotetizamos que el splicing alternativo en el 5´ no codificante estaría involucrado en 

diferencias a nivel de la traducción o de la estabilidad del transcripto de smaug1 entre la 

vida embrionaria y posnatal. 

Encontramos que durante el desarrollo, Smaug1 comienza a expresarse 

tardíamente durante el desarrollo embrionario  a partir del día 12 de gestación (E12) en 

ratón. La presencia de Smaug de Drosophila en el sistema nervioso durante el  

desarrollo embrionario fue propuesta anteriormente (Smibert et al, 1999), aunque sin 

evidencia experimental. Conjuntamente, esto sugiere que Smaug1 de mamíferos y 

Smaug de mosca cumplen un rol similar durante el desarrollo de estructuras del sistema 

nervioso. 
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2. Smaug1 de mamíferos es un represor traduccional. 

 

En esta tesis encontramos que Smaug1 de mamíferos se une a motivos SREs 

presentes en la región 3’ no codificante de mensajeros reprimiendo su traducción sin 

afectar la estabilidad de los mismos. Sin embargo, no podemos descartar que en otros 

contextos celulares o moleculares, Smaug1 -u otro ortólogo de mamíferos- medie la 

degradación de transcriptos con SREs en otra posición, como ocurre en Drosophila 

(Semotok et al, 2008; Semotok et al, 2005). 

Desconocemos el mecanismo por el cual Smaug1 reprime la traducción. Por 

analogía a la molécula de Drosophila, especulamos que Smaug1 de mamíferos actua 

como una 4E-BP. En Drosophila,  dSmaug une Cup, la que a su vez  interactúa eIF4E, 

bloqueando el reclutamiento de eIF4G (Smibert et al, 1999; Nelson et al, 2004). Como 

consecuencia de esto, la iniciación de la traducción se detiene y no puede reclutarse la 

subunidad menor del ribosoma. Una molécula con baja  homología a Cup fue descripta 

en humanos por Sonemberg y colaboradores, la cual denominaron 4ET (Dostie et al, 

2000). Como Cup en Drosophila, 4ET es ubicua e inhibe la interacción entre eIF4E y 

eIF4G, por lo que consideramos que podría ser posible que esta molécula sea parte de 

la vía de inhibición de mensajeros mediada por Smaug1 de mamíferos.  

Los resultados obtenidos no nos permiten descartar la posibilidad de que 

Smaug1 silencie mensajeros mediante el reclutamiento del complejo CCR4-NOT 

deadenilasa, como lo hacen las moléculas homólogas de Drosophila o Sacaromices 

(Rendl et al, 2008; Semotok et al, 2008; Semotok et al, 2005). En ese caso, se 

produciría la deadenilación de los mensajeros, lo cual no implica necesariamente el 

decaimiento de los mismos, ya que existen mensajeros que presentan colitas de poliA 

cortas y que se mantienen silenciados en PBs. Se ha especulado que estos 

transcriptos, al salir del cuerpo de procesamiento, son adenilados en el extremo 3’ por la 

poliA polimerasa citoplasmática. De esta manera, los transcriptos que habían sido 

silenciados por deadenilación, son capaces de ser traducidos nuevamente (Radford et 

al, 2008; Tadros et al, 2007; Kedersha et al, 2007; Kedersha et al, 2008; Brengues et al, 

2005). Cabe destacar que se ha demostrado que ciertos mensajeros ubicados en la 

región de la postsinapsis, como el de CAMKII, poseen poliA cortos cuando están 

silenciados y largos al traducirse activamente (Wu et al, 1998; Huang et al, 2002; Atkins 
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et al, 2004). Los estudios realizados no permiten evaluar si existe deadenilación 

mediada por Smaug1 de mamíferos, de modo que esta hipótesis queda abierta. 

 Las RBPs que silencian mensajeros deadenilados o reprimen transcriptos 

durante la iniciación forman partículas que migran menos que las subunidades 

ribosomales en gradientes de velocidad de sedimentación. Nuestras observaciones 

indican que Smaug de Drosophila y Smaug1 de mamíferos forman partículas menores a 

40S, el coeficiente de sedimentación de la subunidad menor del ribosoma. Estos 

resultados son compatibles con un rol de Smaug de Drosophila y Smaug1 de mamíferos 

en el bloqueo directo de la iniciación de la traducción o con un posible rol de Smaug1 en 

el reclutamiento de deadenilasas, lo cual ya fue demostrado para Smaug de Drosophila. 

En ambos casos, la inhibición traduccional es previa a la entrada de la subunidad menor 

del ribosoma al mensajero, generando partículas menores a 40S. 

Concluimos que Smaug1 de mamíferos se une a mensajeros que poseen SREs 

e inhibe su traducción en algún paso previo al ensamblado del complejo de iniciación. 

Queda abierta la pregunta sobre cual es el mecanismo molecular involucrado (ver 

Introducción, fig I.10). 

 

 

3. ¿Cuáles son los blancos de Smaug1 en mamíferos? 

 

La regulación postranscripcional mediada por Smaug en Drosophila requiere la 

presencia de un motivo de unión específico, el stem-loop SRE. Teniendo en cuenta 

esto, buscamos en bases de datos secuencias de mensajeros que contuvieran SREs 

con el pentanucleótido consenso (CNGG(N)) (Aviv et al, 2003; Oberstrass et al, 2006; 

Jonson et al, 2006). Encontramos que existen numerosos ARNm con el motivo del loop: 

alrededor de 1100 en el trancriptoma de humano, y 800 en el de ratón (apéndice I). Sin 

embargo, en la mayoría de los casos desconocemos si estos se expresan en neuronas 

y más aún, si se localizan en dendritas. De la larga lista, resaltamos dos: nanos1 y 

CAMKII (tabla D.1).  
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SRE 
Mensajero 

Secuencia Motivo Ubicación 

nanos1 CUGG(C) Tetraloop  ORF 

CAMKII CAGGC Tetraloop ORF 

 

 

 

La regulación traduccional del mensajero de CAMKII fue estudiado 

profundamente por varios grupos de investigación. Su traducción en la postsinapsis está 

fuertemente controlada por diversas RBPs y se activa por estímulo de NMDA (Huang et 

al, 2002; Moyano et al, 2004; Thalhammer et al, 2006; Wang et al, 2008; Barria et al, 

2005). La proteína producto de este transcripto es clave en el fenómeno de plasticidad 

sináptica y memoria a largo plazo (LTP) tanto en mamíferos como en Drosophila 

(Rongo et al, 2002; Wang et al, 2008). Si bien la secuencia de unión a Smaug1 está 

fuera de la región determinante para su transporte a dendritas, podría ser un gen 

candidato a regulación por Smaug1.  

Nanos1, por otro lado, es el homólogo que se expresa en SNC del primer y más 

estudiado mensajero blanco de dSmaug, nanos. Durante el transcurso de esta tesis fue 

reportado que dnanos se expresa en el sistema nervioso autónomo de mosca (Ye et al, 

2004; Brechbiel et al, 2008).  
 

 

4. Smaug1 forma foci de silenciamiento  

 

Analizamos la distribución subcelular de Smaug1 en cultivos primarios de 

neuronas de hipocampo. Encontramos que esta proteína forma gránulos de entre 0,3-

0,5 μm que se encuentran distribuidos en el soma y las dendritas, observando con 

mucha menor frecuencia señal de Smaug1 en el núcleo. Encontramos que en neuronas 

de hipocampo maduras, una gran proporción de sinapsis (70-90%) contienen gránulos 

Tabla D.1. mensajeros de ratónque poseen SREs en sus secuencias hallados in silico. Se indica la 
forma que adoptaría el loop del SRE así como su ubicación dentro del mensajero: ORF (región 
codificante) 
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de Smaug1 asociados. Un análisis mas detallado mostró que los foci de Smaug1 se 

ubican del lado postsináptico. Esta observación confirmó nuestros resultados por 

fraccionamiento bioquímico, donde encontramos que Smaug1 se encuentra enriquecida 

en sinaptosomas y densidades postsinápticas. Esta distribución es similar a la ya 

observada para otras proteínas que forman partes de gránulos de ARN  neuronales 

como Staufen1 y 2 (Kiebler et al, 1999; Jeong  et al, 2007; Kim  et al, 2006; Tang  et al, 

2001), FMRP (Dictenberg  et al, 2008; Antar  et al, 2005; Zalfa  et al, 2006; Zalfa  et al, 

2003; Hou  et al, 2006) y RNG105 ( Shiina  et al, 2005).   

Asimismo, los foci de Smaug1 también difieren de otros gránulos de ARN 

neuronales previamente descriptos, especificamente los que contienen FMRP y SMN. 

Sin embargo, los foci de Smaug1 neuronales difieren de estructuras de silenciamiento 

ubicuas como los PBs o los GEs aún en condiciones de estrés.  

Los gránulos de ARN implicados en la traducción local en dendritas se movilizan 

a lo largo de microtúbulos y microfilamentos mediante motores moleculares (Jeong  et 

al, 2007; Kanai  et al, 2004; Kiebler  et al, 2006). En líneas celulares, comprobamos que 

Smaug1 se asocia al citoesqueleto, lo cual sugiere que los foci de Smaug1 neuronales 

son transportados hacia la postsinapsis o anclados en las espinas dendríticas vía el 

citoesqueleto.  

Nuestra hipótesis es que los foci de Smaug1 localizados la postsinapsis 

específicamente secuestran mensajeros que contienen SREs y reprimen su traducción  

formando estructuras que se visualizan como gránulos al microscopio. Apoyando esta 

hipótesis, la presencia de ARNm en los foci de Smaug1 fue confirmada indirectamente 

por la presencia de PABP en los gránulos de hSmaug1 transfectada en líneas celulares. 

Sin embargo, la presencia de algunos foci en los cuales no detectamos PABP no 

permite descartar que estos posean colas de poliA cortos o no contengan ARN.  

Encontramos que en distintas líneas celulares, Smaug1 transfectada forma foci 

similares a los que forma la proteína endógena en neuronas. Este resultado fue 

sumamente sorprendente ya que Smaug1 no se expresa en líneas celulares, ya que 

sugiere que no son necesarias proteínas específicas de neuronas para el ensamblado 

de los gránulos de Smaug1. Probamos que Smaug de Drosophila, cuya expresión está 

restringida al oocito fecundado y probablemente al sistema nervioso de Drosophila 

(Dahanukar  et al, 1999; Smibert  et al, 1999; Brechbiel  et al, 2008), también se 

concentra en estructuras discretas al ser expresada en líneas celulares de mamíferos y 
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colocaliza con los foci de hSmaug1. En contrate, otras RBPs que forman parte de los 

gránulos neuronales como Staufen1, al ser sobreexpresada en líneas celulares se 

distribuye homogéneamente en el citoplasma (Thomas  et al, 2005; Thomas  et al, 

2009). Todo esto sugiere fuertemente que Smaug per se tiene capacidad de 

autoagregarse.  Resultados no publicados de nuestro laboratorio indican que el dominio 

SAM de unión a ARN, es dispensable para la formación de los foci de Smaug1, en tanto 

que los dominios SSR son requeridos para que Smaug1 de mamíferos se agregue 

(Martín Habif, tesina de licenciatura, FCEyN, 2009). Esto resultó sumamente novedoso 

y sugiere que Smaug1 es capaz de interactuar consigo misma o con otras proteínas 

para formar gránulos que se ensamblan independientemente de la unión a ARNm.  

Como es característico de los gránulos de silenciamiento, los S-foci aumentan 

en tamaño y cantidad cuando los ribosomas son desensamblados, mientras que la 

estabilización de los polisomas provoca su desensamblado. Este comportamiento fue 

descripto previamente para los GEs y los PBs (Kedersha  et al, 2005; Kedersha  et al, 

2007), sin embargo, como ya precisamos, Smaug1 no forma parte de ninguna de estas 

estructuras. Encontramos que los S-foci y los PBs son dos tipos de foci distintos tanto 

en neuronas como en líneas celulares transfectados con Smaug1. Sin embargo, en 

todos los casos analizados,  existe cierta relación espacial entre los gránulos formados 

por Smaug1 y los PBs (~40% de los foci de Smaug1 poseen un PB adyacente). La 

relación espacial entre gránulos de ARN y componentes de la maquinaria de 

degradación de mensajeros ha sido reportada por varios grupos de investigación en 

distintos modelos (ver recuadro),  sin que exista consenso sobre el significado de esta 

asociación.Una hipótesis a testear es que estos gránulos podrían estar relacionados 

funcionalmente y podría implicar que algunos de los mensajeros silenciados por 

Smaug1 son deadenilados y enviados a los PBs para su almacenamiento o 

degradación.  
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En situaciones de estrés, observamos que los S-foci neuronales se encuentran 

cercanos o adyacentes a los GEs, de manera similar a lo que ya había sido descripto 

para los PBs (Kedersha  et al, 2005; Thomas  et al, 2009). En este último caso, el 

acercamiento se debería a que los GEs cederían a los PBs mensajeros para su 

degradación (Kedersha  et al, 2005), o, como recientemente se ha sugerido, que los 

GEs se formarían en la vecindad de los PBs, los cuales funcionarían como nucleadores 

Silenciamiento de ARN en gránulos y cuerpos de procesamiento

Durante los últimos años, creció la evidencia experimental que vincula a los gránulos que 

contienen mensajeros silenciados y los cuerpos de procesamiento. En 2006, Simoneling y colaboradores 

(Zaessinger et al, 2006) reportaron que Smaug forma gránulos en el citoplasma de las células posteriores 

del embrión temprano de Drosophila. Estos autores especularon que se trataba de PBs debido a cierta 

cercanía que poseían las estructuras formadas por Smaug y los cuerpos de degradación. Sin embargo, el 

análisis de las figuras publicadas nos sugirió que ambas estructuras poseían la misma relación espacial 

descripta en esta tesis en neuronas (Fig. A y opinión de la tesista). Posteriormente en 2008, Rendl y 

colaboradores probaron que Vts1, el homólogo de Smaug1 en levaduras no formaba parte de los PBs 

(Rendl  et al, 2008).  

En 2007, el grupo de Moore observó en dendritas (Giorgi  et al, 2007) que los gránulos del 

mensajero de Arc colocalizan parcialmente con gránulos conteniendo eIF4AIII, una proteína involucrada al 

decaimiento de mensajeros por NMD (por non sense mediated decay) (Fig. B). Mas recientemente, 

Kiebler observó que los gránulos de transporte marcados por Staufen1 en dendritas se asocian a PBs 

(Fig. C). Esta asociación es dinámica y varía al estimular los cultivos con BDNF (Zeitelhofer  et al, 2008). 

En todos estos trabajos comienza a esbozarse la hipótesis de que la represión  de mensajeros 

específicos  en gránulos  involucra la maquinaria general de silenciamiento de mensajeros. 

 

 

Asociación entre gránulos de ARN y 
componentes de PBs:  A. Smaug y Dcp 
en el embrión temprano de Drosophila. 
(Tomado de Zaessinger  et al, 2006) y B. 
Arc y eIF4AIII (Tomado de  Giorgi  et al, 
2007) y C. Staufen 2 y Dcp1 (izquierda)  y 
Staufen1 y Rck (derecha) (Tomado de  
Zeitelhofer  et al, 2008) en dendritas de 
mamíferos.  
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en los primeros pasos del ensamblado de los GEs (Ohn, 2008). Especulamos entonces 

que la relación entre los gránulos de Smaug1, los PBs y los GEs correlaciona con un 

flujo de proteínas y mensajeros entre estas estructuras (esquema D.1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nuestros datos indican que los gránulos de Smaug1 son foci de silenciamiento 

presentes en neuronas, estudiados por primera vez en esta tesis. A esta nueva 

estructura la denominamos S-foci. Se cree que los gránulos de silenciamiento como los 

GEs y los PBs se forman como consecuencia del arresto traduccional (Anderson  et al, 

2002; Kedersha  et al, 2002; Kedersha  et al, 2007). En contraste, la presencia de S-foci 

parecería ser causa del silenciamiento traduccional ya que  se pueden ensamblar en 

ausencia del dominio de unión a ARN y por lo tanto, sin mediar mensajeros (Habif, 

2009).  

 

 

 

 

Esquema D.1. Relación propuesta entre los foci de Smaug1 (S-foci), los GEs y los PBs en neuronas. La 
relación de Smaug1 sobreexpresada en líneas celulares con los GEs es un poco mas compleja –y no está 
claro hasta que punto refleja lo que sucede en neuronas-. Aparentemente una fracción de los S–foci 
formados por proteína transfectada reclutan componentes de GEs en condiciones normales y retrasan la 
aparición de los GEs en condiciones de estrés. Esto puede ser debido a que la presencia de mensajeros 
silenciados a nivel iniciación en los S-foci recluta componentes de GEs capaces de unirse a ARN. Al inducir 
estrés, la célula dispondría de menos proteínas para ensamblar GEs. El ensamblado de los GEs requiere 
proteínas que fueron reclutadas por los S-foci, lo cual forzaría la disolución de los gránulos de Smaug1 
transfectada  para liberar componentes clave como TIAR y TIA-1,  necesarias para la formación de los 
GEs. 
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5. Los foci de Smaug1 responden a NMDA. 

 

Existe un número creciente de proteínas de unión a ARN involucradas en la 

regulación de la traducción en la postsinapsis (Introducción, tablaI.2; Wu  et al, 2007; 

Sutton  et al, 2005; Krichevsky  et al, 2001). En esta tesis encontramos que los gránulos 

de Smaug1 presentes en la postsinapsis son sensibles a la depolarización por KCl, 

desensamblándose rápidamente y de manera reversible, sin involucrar aparentemente 

la degradación de Smaug1 por el proteasoma. La disolución de los S-foci adyacentes a 

las sinapsis requiere concomitantemente que los ribosomas presentes en la 

postsinapsis sean capaces de ensamblarse en polisomas sugiriendo que la dinámica de 

estos foci de silenciamiento estaría regulada por la activación de la síntesis local de 

proteínas. Significativamente, la plasticidad de los gránulos frente a estimulación 

sináptica ha sido reportada  para otras  RBPs (tabla D.2). Si bien no se demostró que el 

cambio dependa del ensamblado de polisomas, está probado que la disolución de estas 

estructuras correlaciona con un aumento de la traducción de mensajeros silenciados en 

ellos.  

 

RBP Mensajero que 
une 

Estímulo y 

receptor asociado 
Efecto en los 

gránulos Cita 

RNG105 inespecífico BDNF/BDNFR disolución  (Shiina  et al, 
2005) 

fmr KCl/mGluR5 disolución (Antar  et al, 2004) 

FMRP 
CAMKIIα mGluR aumento (Ferrari  et al, 

2007) 

 

 

 

Las sinapsis presentes en los cultivos de hipocampo son en su mayoría excitatorias y su 

activación depende fundamentalmente de glutamato (Huang  et al, 2002; Bramham  et 

al, 2008; Steward  et al, 1998). Consistentemente, encontramos que el bloqueo de los 

receptores de estos receptores inhibe el desensamblado de los S-foci en la 

postsinapsis, mientras que el bloqueo de los receptores inhibitorios a GABA no tiene 

Tabla D.2. Gránulos presentes en postsinapsis resultan plásticos al estímulo sináptico. Se detalla que 
proteína se utilizó como marcadora, que mensajero resulta regulado y que estímulo fue utilizado en los 
ensayos.
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efecto en la disolución. Nuestros resultados muestran claramente que los S-foci 

responden específicamente a la activación de receptores a NMDA. Esto es relevante,  

pues tal como se detalla en la introducción,  la activación de los receptores a NMDA, en 

condiciones experimentales relativamente similares a las descriptas en esta tesis 

producen un bloqueo general de la síntesis de proteínas. Este silenciamiento global es  

mediado por fosforilación y consiguiente inactivación del factor de elongación eEF2 

(Pfeiffer  et al, 2006). Simultáneamente, se activa la traducción de mensajeros 

específicos involucrados en  plasticidad sináptica, como son CAMKII y Arc (Klann  et al, 

2004), cuya regulación por Smaug1 desconocemos.  

Encontramos además que  la disolución de los foci de Smaug1 está mediada por 

la vía de PI3K. Esta kinasa, que se activa indirectamente luego del aumento del calcio 

intracelular mediado por receptores de NMDA (Klann  et al, 2004), está involucrada en 

plasticidad sináptica y LTP.  

Nuestra hipótesis, que surge de los resultados presentados en esta tesis, es que 

una vez traducida en el soma de neuronas maduras, Smaug1 o bien secuestra 

mensajeros a la maquinaria traduccional allí mismo, o entra en el núcleo donde recluta 

mensajeros que tienen SREs. En este último caso, el complejo de silenciamiento saldría 

del núcleo a través de la exportina CRM1. Una vez en el citoplasma, Smaug1 auto 

ensambla foci de silenciamiento que contienen el ARNm blanco y otras proteínas no 

descubiertas aún. Así ensamblado, el S-foci es transportado hacia las espinas 

dendríticas. La activación de las sinapsis por NMDA produce un aumento de calcio 

intracelular que activa PI3K, lo que desencadena una cascada de señales que 

terminaría en la liberación de los mensajeros contenidos en los S-foci. Estos 

transcriptos se traducirían localmente mientras que las demás proteínas presentes en el 

S-foci podrían disociarse en todos o parte de sus componentes, los que a su vez 

reensamblarían nuevos gránulos (ver modelo propuesto en Fig. D.1 pag. 91). 
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6. Smaug1 regula la sinaptogénesis y/o el mantenimiento de las sinapsis. 

 

 La mayor parte de las proteínas relevantes al transporte y la regulación 

localizada de mensajeros en las sinapsis, tales como Staufen1 y Staufen2 (Vessey  et 

al, 2008; Goetze  et al, 2006), FMRP (Zalfa  et al, 2003; Hou  et al, 2006), CPEB (Wu  et 

al, 1998) y RNG105 (Shiina  et al, 2005), entre otras, son de expresión constitutiva y no 

exclusivas de neuronas. En esta tesis encontramos que Smaug1, a diferencia de las 

anteriores, comienza a expresarse específicamente durante la sinaptogénesis, entre el 

día 7 y 9 de desarrollo in vitro, conjuntamente con los componentes sinápticos 

analizados. Smaug1 funciona por lo tanto como un regulador de la traducción que opera 

en neuronas cuyas sinapsis se están formando o con sinapsis ya establecidas.  

El silenciamiento de smaug1 mediante ARNi específicos produjo un aumento en 

el número y una disminución en el tamaño de las sinapsis analizadas. Este efecto difiere 

de los descriptos anteriormente para otros genes involucrados en el transporte y 

silenciamiento de mensajeros en espinas dendríticas. El silenciamiento de Staufen2, 

proteína específica de neuronas involucrada con el transporte de mensajeros a las 

dendritas, produce una disminución del número de sinapsis visualizadas por PSD95 

(Goetze  et al, 2006). Por otro lado, el tratamiento con ARNi contra FMRP produce en 

las neuronas un aumento en el número de espinas, además de provocar un 

alargamiento de las mismas las cuales resultaron más inmaduras que las normales 

(Dictenberg  et al, 2008). Finalmente el silenciamiento de la expresión del microARN 

miR134, produce alteraciones en el volumen de las espinas dendríticas de neuronas en 

cultivo (Schratt et al, 2006). Conjuntamente con nuestros resultados, estas 

observaciones sugieren fuertemente que la traducción localizada regula el desarrollo de 

espinas dendríticas y sinapsis, de manera compleja y por distintas vías cuya 

interrelación se desconoce  

Encontramos que el silenciamiento de Smaug1 produjo una disminución en la 

expresión de PSD95 analizada por western blot, lo cual explica el fenotipo de sinapsis 

anómalas, ya que PSD95 es un componente estructural fundamental en el ensamblado 

de las densidades postsinápticas, promoviendo la sinaptogénesis (Nikonenko et al, 

2008). Relevantemente, el mensajero de PSD95 se halla localizado y es traducido 

localmente (Zalfa et al, 2007; Todd et al, 2003; Welch et al, 2004). Mas recientemente, 

Dubnau propuso que el homólogo de PSD95 en Drosophila denominado disc large, es 
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regulado por el sistema Nanos-Pumilio (Chen et al, 2008). También se ha demostrado 

que la expresión de Nanos está regulada vía Smaug en neuronas de Drosophila 

(Brechbiel et al, 2008), dado que, el silenciamiento de Smaug produce un aumento en 

las ramificaciones del árbol dendrítico, de manera similar a lo que ocurre por 

sobreexpresión de Nanos en las mismas neuronas (Brechbiel et al, 2008). Por todo 

estolo que proponemos  que el mecanismo por el cual Smaug1 modula la expresión de 

mensajeros durante la sinaptogénesis podría ser similar al que utiliza en Drosophila 

involucrando a Nanos1 y Pumilio como intermediarios (ver esquema D.2).  

 

 

 

 

 

7. Conclusión final. 

 

En síntesis, durante el desarrollo de esta tesis caracterizamos Smaug1, una 

novedosa proteína de unión a ARN presente en neuronas del sistema nervioso central 

de mamíferos. Los resultados expuestos en esta tesis confirman la hipótesis inicial de 

que Smaug1 forma una nueva ribonucleopartícula de silenciamiento relacionada con la 

regulación de la traducción en la postsinapsis dependiente de NMDA (ver FIg. D.1). 

Sugieren además, que Smaug1 es responsable de reprimir la traducción de mensajeros 

cuya síntesis es activa durante la sinaptogénesis o bien, que Smaug1 regula 

mensajeros necesarios para la maduración y mantenimiento de las sinapsis activas. 

Estas hipótesis no son mutuamente excluyentes por lo que es necesaria más 

investigación sobre el tema.  

Esquema D.2. Arriba: Vía de regulación mediada Smaug, Nanos y Pumilio en neuronas de Drosophila 
(Chen et al, 2008; Ye et al, 2004; Brechbiel et al, 2008). Abajo: Vía de regulación posible para Smaug1 en 
neuronas de roedores (esta tesis).  
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Modelo propuesto para la represión de mensajeros por Smaug1 dependiente de 
actividad sinaptica. 
 
En el cuerpo neuronal: Una vez traducida Smaug1 se une mensajeros con SREs silenciandolos. Esta 
unión puede ocurrir en el citoplasma o en el núcleo. En este último caso, Smaug1 y sus mensajeros 
blanco salen del núcleo a través de la exportina CRM1. En el citoplasma, Smaug1 autoensambla foci de 
silenciamiento (S-foci) que son  posteriormente transportados a las espinas dendríticas.  
Sinapsis en reposo: Mientras la sinapsis no es estimulada por NMDA, los S-foci se encuentran en la 
postsinapsis. 
Sinapsis activada: La activación de las sinapsis por NMDA produce un aumento de calcio intracelular 
que activa PI3K. Se desencadena una cascada de señales que termina en la liberación de mensajeros 
desde los S-foci. Estos transcriptos se traducen localmente mientras que las demás proteínas presentes 
en el S-foci se disocian pudiendo ser reutilizadas para  ensamblar nuevas estructuras. 

 
` 
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1. Animales  

Para los cultivos primarios de hipocampo de rata se utilizaron ratas de la cepa 

Sprague Dawley provenientes de los bioterios del Instituto Leloir y de la Facultad de 

Veterinaria-UBA. A las mismas se las anestesió con CO2, se les practicó cesárea y luego 

se las sacrificó por decapitación. Los embriones utilizados fueron sacrificados por 

decapitación. 

Para los experimentos que involucraron ratones, se utilizaron animales de las 

cepas Balb-C y C57 provenientes de los bioterios de la Fundación Instituto Leloir y de la 

Facultad de Farmacia y Bioquímica de la UBA. Los animales fueron anestesiados con eter 

y posteriormente decapitados. 

Los conejos utilizados para la producción de anticuerpos provinieron del Bioterio 

del  Instituto Leloir y fueron sacrificados por sangrado a blanco. 

 
 

2. Plásmidos utilizados y construcciones realizadas.  

La región codificante predicha para hSmaug1 fue subclonada a partir del EST 

AK024652 (GenBank) entre los sitios HindIII y SacII en el vector pECFP-N1 (Clontech) y 

entre los sitios KpnI y XhoI en el vector pcDNA6.0-B-His-V5 (Invitrogen). Por otra parte, la 

región codificante de Drosophila Smaug fue subclonada a partir del plásmido conteniendo 

la secuencia completa de la misma (provisto por el Dr. C. Smibert, University of Toronto, 

Canada) mediante PCR. Para esto, se utilizaron los siguientes primes: 5'-

TAAGAACTATCCCGGTACCACAA-3' y 5'-GATCAAATTTGCTCGAGTTCTCC-3', los 

cuales contenían sitios de restricción para XhoI y BamHI. El producto de PCR fue digerido 

y ligado a un vector pCDNA3.0 (Invitrogen).   

Los reporteros de luciferasa de Firefly conteniendo las copias del SRE salvaje o 

mutado (pLucSRE3+ y pLucSRE3- respectivamente) fueron suclonados por restricción en 

los sitios  BamHI/HindIII a partir de los plásmisdos C145 y C146 (generoso obsequio de C. 

Smibert (Smibert et a, 1996)) en un vector pcDNA3.0.  

Se utilizaron además los siguientes plásmidos:  

- Staufen1 de ratón (AF395842)-pCDNA6.0-B-His-V5, clonado previamente en el 

laboratorio (Thomas et a, 2005). 

- pRL-CMV (Promega) cedido gentilmente por el laboratorio de la Dra. A. Gamarnik. 



Materiales y Métodos 

 93

- pECFP-N1 (Clontech).  

 

 
3. Anticuerpo primario anti Smaug de mamíferos.  

El suero policlonal contra el dominio SAM de Smaug1 fue producido de la siguiente 

manera. Se subclonó dentro de un vector de expresión pET22b (Novagen) el fragmento 

que codificaba para los aminoácidos  306-371 de hSmaug1. A continuación, se 

transformaron bacterias de la cepa BL21-DE3 con el producto de la ligación. La expresión 

del fragmento se realizó de manera similar a la descripta para el dominio SAM de 

Drosophila  en (Green et al, 2003). Las bacterias fueron crecidas hasta una OD600 ≈ 0,5 e 

inducidas con  isopropil 1-tio-β-D-galactopiranosido (IPTG) 0.1 mM por 12-16 h a 18 °C, 

luego de las cuales, la OD600 de una dilución 1/10 no debía ser mayor de 0,2. Cumplido 

este requisito, las bacterias fueron centrifugadas. La purificación se realizó mediante una 

columna de niquel- ácido nitrilotriacético (Qiagen). La proteína recombinante se eluyó en 

imidazol 300 mM y posteriormente se dializó contra buffer fosfato salino (PBS). Se 

inmunizaron dos conejos con el antígeno producido. En la primera inmunización se 

empleó antígeno diluido 1:1 en adyuvante completo de Freund (SIGMA) y luego, se 

inmunizó dos veces mas con la misma dilución en adyuvante incompleto de Freund 

(SIGMA). Las inmunizaciones se realizaron con intervalos de 15 días. Luego de completar 

el protocolo de inmunización, os animales fueron sangrados a blanco. La reactividad del 

suero anti-SAM se siguió durante el período de inmunización mediante ensayos de 

ELISA. 

Se confirmó la específicidad y el título del anticuerpo producido mediante ensayos 

de Western blot utilizando células BHK-21 que expresaban hSmaug1-V5 (Figura). Como 

control negativo se utilizó el mismo suero de conejo previo a la inmunización.  

 

 
Western blot donde cantidades iguales de los extractos con hSmaug1-V5 transfectada (+) o  no 
transfectados (-) fueron sembradas en cada calle. Como control de carga se utilizó Actina. Arriba de las 
calles se indica la dilución de anticuerpo primario utilizada. Utilizando un suero preinmune no se detectó 
señal.  
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4. Cultivo y transfección de líneas celulares 

Se utilizaron las siguientes líneas celulares: COS-7 (mono), BHK-21 (hamster) y 

HeLa (humano). Todas fueron adquiridas en la ATCC (American Tissue Culture 

Collection) y cultivadas en estufa a 37°C y 5% CO2, en medio DMEM (Dulbecco’s 

Modified Eagles’s Médium) o MEM (Minimum Essential Medium) (Sigma) según 

corresponda y suplementados con 10% suero fetal bovino (Natocor) y 

penicilina/estreptomicina (1.106 U/100 ml y 1g/100 ml respectivamente, Richet). Se 

trabajó siempre con células libres de micoplasma chequeadas periódicamente por tinción 

de Hoescht. 

Según el experimento, se plaquearon entre 10.000 a 50.000 células/cm2, de la 

siguiente manera. Se aspiró el medio de cultivo, se lavó con el  medio correspondiente 

tibio (sin suero ni antibióticos) y se incubó durante 5 minutos con 0,5ml de  Tripsina 0.5%- 

EDTA 0.2% (SIGMA) para digerir la matriz extracelular y desprender las células. La acción 

de la trispsina se inactivó por agregado de medio completo. El número de células 

viables/ml se determinó contando en cámara de Neubauer en presencia del colorante vital 

azul de tripano (SIGMA).  

La transfección de plásmidos fue realizada 24hs después de plaqueadas las 

células, en cultivos subconfluentes utilizando Lipofectamina 2000 (Invitrogen)(1μl/μg de 

plásmido) y entre 0,5 y 2ug de plásmido (por pocillo de MW24), ambos diluidos en DMEM 

o MEM (según la línea celular utilizada). Las células con la mezcla de transfección fueron 

incubadas durante 4hs en medio sin suero ni antibioticos en estufa a 37ºC. Pasado ese 

tiempo, el medio fue cambiado en su totalidad por medio fresco conteniendo 10% de 

suero y los antibióticos anteriormente citados. Las células fueron fijadas o lisadas y 

levantadas luego de 8, 16 o  24 horas de transfección, según se indique.  

 

 

5. Cultivos Primarios de neuronas. 

La realización de los cultivos primarios fue posible gracias a la predisposición y 

gran dedicación en la enseñanza de la Dra Analia Reines. Agradezco al Dr. David Colman 

que permitió que estos cultivos se pudieran poner a punto en su laboratorio (Montreal 

Neurological Institute, Montreal, Canada). 
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A partir de embriones de 18 días (E18) se obtuvieron los hipocampos por 

disección bajo lupa. Estos fueron incubados en tripsina 0,25%-EDTA (SIGMA) durante 24 

minutos a 37C. Para inhibir la actividad de la tripsina, se incubó en medio Advance DMEM 

(SIGMA) suplementado con 5% de Suero fetal bovino (Natocor) durante 10 minutos a 

37C. Los hipocampos fueron transferidos a un tubo falcon estéril donde se realizaron 3 

lavados con Hanks Balanced Salt Solution (HBSS)(SIGMA). Luego se disgregaron los 

hipocampos en 1 ml HBSS de manera mecánica con Pipeta Pasteur. Se dejó decantar el 

homogenato obtenido durante 10 minutos. El sobrenadante conteniendo los precursores 

neuronales a plaquear fue centrifugado un minuto a 500g. El pellet de neuronas fue 

resuspendido en medio Neurobasal (NB) (GIBCO) complementado con B27 (GIBCO) y 

Glutamina (M-GIBCO) (NB completo). Se evaluó la población de células vivas mediante 

tinción con azul de tripano (SIGMA). Las neuronas obtenidas se plaquearon en cultivos de 

distintas densidades, según la tabla: 

 

Densidad del cultivo Cantidad de células/cm2 Experimento 

Alta 50.000-100.000 Western-blot 

Media 25.000 Western-blot/PCR en tiempo real 

Baja 5.000-15.000 Inmunofluorescencias 

 

Los cultivos fueron incubados en estufa a 37C con 5% de CO2 cambiándose la 

mitad del medio por medio NB completo fresco cada 72hs. 

 

 

6. Tratamientos y drogas utilizadas. 

Para el tratamiento de los cultivos celulares, las diluciones madre de cada 

droga fueron diluidas directamente en medio condicionado. A continuación se 

detallan los experimentos en que fue utilizada cada droga, en que concentración 

(C) y cual fue el tiempo de tratamiento (Tpo.). 
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Experimento Droga (C) Tpo. origen 

Inducción de estrés 

oxidativo 

Arsenito de sodio 

(NaAsO2) 
250-500 μM 60’ Merck, Rahway, NJ 

Bloqueo de la 

exportina CRM1 
Leptomicina B 50 ng/ml 2 hs 

gentilmente cedido por el Dr 

P. Wappner. FIL. 

Puromicina 100-250 μg/ml 
Desensamblado o 

estabilización de 

polisomas 
Cicloheximida 100-500 μg/ml 

10’-180’ SIGMA 

Depolarización 
Cloruro de Potasio 

(KCl) 
55 mM 1’-30’ SIGMA 

Lactacystina 
Inhibición del 

proteasoma 

MG132 

10 μM 30’ 
gentilmente cedidos por el 

Dr. P. Wappner, FIL. 

Acido quinurénico 4mM 

Picrotoxina 50 μM 

2-amino-5-

fosfonovalerato 

(APV) 

50 μM 

Bloqueo de 

receptores de 

neurotransmisores 

6-ciano-7-

nitroquinoxalinil-

2,3-diona (CNQX) 

50 μM 

15’ 
gentilmente cedidos por el 

Dr. A. Schinder, FIL. 

EGTA-AM 20 μM 
gentilmente cedido por el 

Dr. O. Uchitel. FCEyN-UBA 

Signaling 

wortmanina 20 μM 

20’ 

gentilmente cedido por el 

Dr. E. Castaño. FIL. 
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7. Uso de ARN de interferencia (ARNi) en neuronas y silenciamiento de Smaug1 
mediante ARN de interferencia. 

 

a. Reactivo de transfección:  
Neuronas de 7DIVs fueron ensayadas con múltiples reactivos de transfección: los 

reactivos lipídicos TransIT TKO (Mirus), Lipofectamina 2000 (Invitrogen) y siPORT 

Lipid (AMBION, USA), y el reactivo poliamínico siPORT Amine (AMBION). La 

eficiencia de captación de siRNA en el citoplasma se evaluó por incorporación de un 

siARN de doble cadena irrelevante en su secuencia, acoplado al fluoróforo comercial 

Cy3. Luego de 3 días de incubación, las neuronas fueron fijadas y teñidas con 

faloidina-FITC y DAPI. El análisis de eficiencia de transfección/sobrevida   neuronal 

(ver figura) se efectuó por inmunofluorescencia-microscopia confocal de la siguiente 

manera: se contaron como células positivas aquellas que, además de fluorescer para 

Cy3, poseyeran el árbol dendrítico y el núcleo sin alteraciones morfológicas. El 

porcentaje de células transfectadas se obtuvo como el núnero de células positivas 

versus el total de células presentes (aproximadamente 200 para cada tratamiento). 

Los datos obtenidos se analizaron estadísticamente mediante el programa GraphPad-

Prism  La Lipofectamina 2000 resultó ser el reactivo mas eficiente por lo que se 

continuó con su uso en experimentos posteriores.  
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b. Silenciamiento de componentes de PBs:  
Neuronas de 7DIVs fueron transfectadas con un siARN antiHedls (100nM) o con 

un siARN sin blanco (100nM) utilizando Lipofectamina2000 (Invitrogen) como reactivo 

de delivery según indicaciones del fabricante. El silenciamiento se prolongó por 3 y 7 

días, en los cuales las neuronas fueron mantenidas en cultivo como se describió 

anteriormente. Pasado el tiempo de silenciamiento, las células fueron fijadas y teñidas 

para Dcp1a para evaluar la eficiencia del silenciamiento. Para evaluar morfología, se 

incluyó además tinción con faloidina-FITC y DAPI. La eficiencia fue calculada por 

comparación del número de PBs presentes en los somas de neuronas tratadas con 

siHedls o siNT que no poseyeran alteraciones morfológicas (aproximadamente 200 

por siARN). El análisis estadístico, realizado en el programa GraphPad-Prism, reveló 

que sólo existían diferencias significativas entre ambos siARNs luego de 7 días de 

silenciamiento.  

 
c. Especificidad de los ARNi de interferencia anti-Smaug:  

En células BHK21, se procedió a la transfección simultánea de la construcción 

codificante para Smaug1-ECFP y un pool  de cuatro siARN (Dharmacon) 

(concentración final: 100nM), el cual tenía como blanco: 

• Smaug1(siSmg1): P-GUAGAUAGGAGCUUAUAUUUU; P-

AGAUUGUGGAGGUCCGGUCUU; P-AAUCCCGAGAGUUCUGCCAUU; P-

AUAUACUCUACUUUCGCGUUU.  

• Smaug2 (siSmg2): P-UUAGGGUCAUCAUCUCUUCUU; P-

CGAGGGUACAUCUUUCAUCUU; P-GAAACCACUAGCUAGCCGCUU; P-

UUGCCCAUCACCCGUGUAAUU. 

• Sin blanco (siNT) (Dharmacon).  

Las células fueron incubadas por 48hs luego de las cuales fueron fijadas y teñidas 

con faloidina-A546 y DAPI. El análisis de la expresión y silenciamiento de hSmaug1-

ECFP y ECFP fue realizado midiendo la intensidad de las células transfectadas con la 

herramienta “Profile” del programa “Carl Zeiss AIM”, en fotos tomadas al azar. Los 

datos obtenidos fueron analizados estadísticamente en el programa Prism. 

 
d. Silenciamiento de Smaug1: 

Neuronas de 7DIVs fueron transfectadas con el pool siSmg1 (100nM), siSmg2 

(100nM) o siNT (100nM), utilizando Lipofectamina2000 (Invitrogen) como reactivo de 



Materiales y Métodos 

 99

delivery según indicaciones del fabricante. El silenciamiento se prolongó por 7 días en 

los cuales se mantuvieron las condiciones de cultivo descriptas anteriormente. 

Posteriormente se evaluó el silenciamiento de Smaug1, lo cual fue realizado por 

inmunofluorescencia, western blot y/o RT-PCR en tiempo real, esta última ya descripta 

anteriormente. 

Para evaluar el silenciamiento por inmunofluorescencia, las células fueron fijadas y 

teñidas para Smaug1, una proteína asociada al citoesqueleto (MAP-2 o tubulina-β-III) 

y un componente de sinapsis (PSD95 o Sinapsina). Posteriormente se  midió la 

intensidad de Smaug1 en el soma de neuronas tomadas al azar con la herramienta 

“Profile” del programa “Carl Zeiss AIM”. Los datos obtenidos fueron analizados por 

ANOVA de un factor o Test de Student en el programa Prism. 

La evaluación mediante western blot se llevó a cabo sembrando diluciones seriadas 

de extractos proteícos de cultivos tratados con siSmg1 o siNT en un gel de 

poliacrilamida. Luego de realizar el western blot, como se describió anteriormente, la 

intensidad de las bandas para Smaug1, β-actina, una proteína asociada al 

citoesqueleto (MAP-2 o tubulina-β-III) y un componente de sinapsis (PSD95 o 

Sinapsina) fue medida por el programa ImageJ. La comparación entre bandas se 

realizó relativizando la señal de cada una a la señal de la banda de  β-actina 

correspondiente a la misma calle. El análisis estadístico se realizó mediante test de 

student entre los datos obtenidos para el silenciamiento con siSmg1 y siNT con el 

programa GraphPadPrism. 

 

 

8. Transcripción Reversa 
A partir de las células o los tejidos indicados para cada ensayo se aisló y purificó 

ARN total mediante reactivo TRIzol o TRI Reagent (SIGMA), según indicaciones del 

fabricante. Para evaluar integridad y cuantificar, se corrieron geles de agarosa teñidos con 

bromuro de etidio. Aproximadamente 2 μg del ARN obtenido y 100 µmoles de oligo dT15  

fueron desnaturalizados durante 15 minutos a 70 °C, e hibridados entre si durante 30 

minutos en hielo. A continuación, estos duplex  fueron incubados con 5 unidades de 

transcriptasa reversa del Virus de Leucemia Moloney de Roedor (M-MLV) (Promega) en 

su buffer de reacción, más 1,6 mM de deoxirribonucleótidos (dNTPs) (Invitrogen) y 1 μl del 

inhibidor de ARNasa, RNAsin (Promega), durante 60 minutos a 42 °C, seguidos de una 

incubación a 100 °C  durante 5 minutos para inactivar la enzima.  
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Para las amplificaciones por PCR subsiguientes se utilizaron como molde de 1 a 5 

μl de la mezcla resultante según el ensayo. 

 

9. Reacción en cadena de la polimerasa 

Aproximadamente 10 ng de ADN (o entre 1 y 5 ul de reacción de transcripción 

reversa) fueron incubados con 5 unidades de polimerasa de Thermus aquaticus (Taq) 

(Invitrogen) o de Pirococcus furiosus (Pfu) (Promega), 20 μM de cada primer (ver tabla y 

ensayos específicos), 40 mM de mezcla de dNTPs (Invitrogen), 1,5 a 2,5 mM de MgCl2 

(sólo en el caso de Taq) (Invitrogen), en un volumen final de 25 ó 50 μl de buffer de 

reacción.  

Nombre del primer secuencia 

Smg1-F 5´- tcgacagcaaagaaatcgtg-3’ 

Smg1-R 5´- aaggctgcaaagtgtcttgg-3’ 

Smg2-F 5’- ccctgctccagccaggca-3’ 

Smg2-R 5’- tgttccggctggagccctg-3’ 

Actina-F 5’-tctgtgtggattggtggctcta-3’ 

Actina-R 5’-ctgcttgctgatccacatctg-3’ 

 

Las secuencias de los primers fueron diseñadas utilizando el programa Primer3 

(de acceso público)  o manualmente. En este último caso, los oligonucleótidos fueron 

analizados utilizando las herramientas de análisis termodinámico del programa Vector NTI 

(Informax), y la Herramienta de Alineamiento Básico Local de Secuencias BLAST (NCBI, 

USA). Las secuencias con estructuras secundarias o dímeros con valores de ΔG mayores 

al 10% del valor de ΔG del oligo completo en condiciones normales fueron descartadas. 

Los parámetros de los ciclos de amplificación fueron ajustados según las 

características del templado y los Tm de los primers. En general:  

Desnaturalización inicial: 94 °C – 4´ 

Desnaturalización secundaria: 94 °C – 30´´ 

Hibridación (annealing): Según Tm de los primers. El primer ciclo con una 

temperatura 5°C mayor al Tm. La misma disminuyó 1°C/ciclo durante los 
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primeros 10 ciclos. De allí en adelante, la temperatura de este paso quedó 

fija. Duración del paso: 30´´ 

Elongación: 72º C. De duración variable según la longitud del templado. 1’/ Kb de 

templado (Taq) o 2’ /Kb (Pfu). 

El ciclo compuesto por la desnaturalización secundaria, hibridación y elongación se repitió 

entre 20 y 30 veces. 

Elongación final: 72ºC durante 4’ a 8’.  

 

10. PCR en tiempo real. 

Se realizó RT-PCR en tiempo real usando SYBR Green (Molecular Probes) para la 

detección.  Se analizaron muestras triplicadas de ARN en diluciones seriadas de entre 

1/10 y 1/1000, también por triplicado. Los valores de amplificación para el ARNm de 

luciferasa Firefly fueron relativizados a los niveles de luciferasa de Renilla y  los de 

Smaug1 fueron relativizados a los niveles de β-actina, utilizando los siguientes primers: 

 

Nombre del primer secuencia 

Smg1-F 5´- tcgacagcaaagaaatcgtg-3’ 

Smg1-R 5´- aaggctgcaaagtgtcttgg-3’ 

Actina-F 5’-tctgtgtggattggtggctcta-3’ 

Actina-R 5’-ctgcttgctgatccacatctg-3’ 

Fluc-F 5'-tcgcggttgttacttgactg-3' 

Fluc-R 5'-cgatcttgttacaacacccc-3' 

Rluc-F 5'-ggaaacggatgataactggtcc-3' 

Rluc-R 5'-aggccgcgttaccatgta-3' 
 

Las cuantificaciones se realizaron siguiendo el método ΔΔCt (Livak et al, 2001). El 

valor de la desviación estándar de la muestra se realizó por propagación del error. 
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11. Uso de reporteros de Luciferasa. 

Se cotransfectaron tres plásmidos durante 24hs en células BHK-21 (ATCC) en 

placas p60 (106 células/placa) como fue descripto: 1) 20-500 ng de pLucSRE3+ o 

pLucSRE3-; 2) 10 µg of pECFP-hSmaug1 o 6,7 µg of pECFP (Clontech); y 3) 50 ng de 

pRL-CMV (Promega). A las 24hs postransfección (ver esquema), las células fueron 

lisadas y se cuantificó la actividad de las luciferasas de Renilla y firefly usando el kit dual-

luciferase reporter assay system (Promega) según indicaciones del fabricante. La 

cuantificación inmediata luego de lisar las células o tras un ciclo de 

congelado/descongelado no reportó variaciones significativas. En todos los casos, las 

transfecciones fueron realizadas por triplicado y los resultados expresados como el 

promedio de la relación de actividades.  

 

 

12. Screening. 

El screening comercial de librerías de cDNA de ratón de cerebro, corazón, riñón, 

testículos, y embriones de 12 y 19 días, fue realizado por OriGene Technologies, Inc. 

(Rockville, MD), utilizando los siguientes pares de primers: 

5'-GTGGAGTAGTGATTGCCGCTTG-3' y 5'-CACTCGTTCCAGCCCTTAAACC-3'. 

5'-CAGTCCAACTCCCTCCCAACAG-3' y 5'-AGTCTCTGCAACCCTGAAGATGG-3'. 

5'-AGACTGTTGCACTGCTGTCG-3' y 5'-TCCAATCGTGTTGATTGTGG-3'.  

 

pRL-CMV  

pLucSRE3+  
o  

pLucSRE3-  

phSmaug-ECFP 
o 

pECFP 

24 hs 

Lisis 

Real Time PCR Actividad de luciferasa 
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13. Sinaptosomas y Densidades Postsinápticas. 

Para la preparación de densidades postsinápticas, se homogeneizaron cerebros 

de ratón adulto joven (6 a 8 semanas) en buffer HEPES 4mM (pH 7,4),  EDTA 1mM, 

Sacarosa 0,32M  conteniendo inhibidores de proteasas (antiprotease cocktail-SIGMA) 

(buffer de homogeneización) y luego se centrifugó a 800g durante 10’. Se obtuvo el 

sobrenadante (S1), a partir del cual se aislaron los sinaptosomas, las densidades 

postsinápticas y la fracción asociada a membranas como ya fue descripto previamente 

(Carlin et a, 1980; Ma et a, 2003). Brevemente: el S1 fue centrifugado a 9.000g por 15’ de 

donde se aisló un pellet (P2). El P2 fue resuspendido en buffer de homogeneización y 

centrifugado a 10.000g por 15’ para obtener la fracción crudo de sinaptosomas (P2’). Esta 

fracción fue resuspendida en H2O (shock hipoosmótico) y llevada a pH  (7,4) con HEPES 

1mM /NaOH. Luego, se incubó en hielo por 30’ y se centrifugó 20’ a 25.000g,  se aisló el 

pellet (P3)  el cual fue sembrado en un gradiente discontinuo de sacarosa (0,3M-0,8M-1M-

1,2M) en buffer HEPES 1mM /NaOH  (pH 7,4). El gradiente se centrifugó durante 2 hs a 

65000g. De la interfase 1M-1,2M se aisló la fracción enriquecida en sinaptosomas (SPM) 

(esquema). 

 

Densidades  
Postsinápticas membranas 

P1 S1 

S2 P2 

S2’ P2’ 
(crudo de sinaptosomas) 

800g/10’ 

9000g/15’ 

10000g/15’ 

S3 P3 
(SPM) 

25000g/20’ 

65000g 
2hs 

0,3

1

1,2

0,8

20000g/20’ 

SPM
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Para la preparación de densidades postsinápticas (PSDs), la fracción SPM se 

resuspendió en HEPES 0,5 mM /NaOH (pH=7,4), Tritón 1%. La fracción 

insolublecorresponde a las PSDs, mientras que el sobrenadante es la fracción asociada a 

membranas (esquema). 

 

14. Extractos proteicos 

Los extractos postnucleares de cultivos de líneas celulares y cultivos primarios de 

neuronas y de órganos fueron obtenidos por lisis de las células en el buffer CSK 

(citoesqueletal buffer: KCl 25 mM, HEPES 1 mM (pH 6,8), EGTA1 mM, MgCl2 5 mM 

(Thomas et a, 2005)) suplementado con 1% Triton X-100, 0,25 M sacarosa e inhibidores 

de proteasas (antiprotease cocktail-SIGMA). Así resuspendidos, los extractos fueron 

pasados por un homogeneizador vidrio-teflon en ciclos de 10 0 20 segundos (según 

fueran extractos celulares u homogenatos de órganos) con incubaciones en hielo durante 

20 segundos (3 veces). Los homogenatos obtenidos de esta manera fueron centrifugados 

a 5000g durante 10 minutos. Finalmente, se recuperó el sobrenadante  al que se le 

determinó la concentración de proteínas por el método de ácido bicinconínico (BCA-

SIGMA) . 

 

15. Análisis por centrifugación en gradientes de velocidad. 

Extractos proteícos conteniendo 1 mg de proteína fueron sembrados sobre 

gradientes contínuos de sacarosa de 13 ml  (10-30% p/v, 15-45% p/v o 20-60%  p/v en 

CSKB) y se centrifugaron a 220,000 g durante 2 a 4 hs. Cuando se requirió, se cargó 

también 1U de β-galactosidasa (SIGMA) como marcador de 20S. El perfil de subunidades 

ribosomales y polisomas fue monitoreado por absorbancia a 254 nm. Luego, se 

recogieron fracciones de 1ml donde se midió la actividad de β-galactosidasa por reacción 

colorimétrica usando como sustrato o-nitrofenil β-D-galactopiranosido (SIGMA). Las 

fracciones recogidas fueron precipitadas en cloroformo/metanol (1:2) o ácido triacético 

(TCA) 10% usando 20 µg de lisozima como carrier y analizadas posteriormente por 

western blot. 
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16. SDS-PAGE y  western blot. 

Las proteínas provenientes de cultivos de líneas celulares, cultivos primaries de 

neuronas, fracciones de gradientes de sedimentación o preparación de densidades 

postsinápticas fueron resuspendidas en Laemmli buffer 1X o mezcladas en proporción 3:1 

con buffer Laemmli 4X  y desnaturalizadas a 100ºC. En algunos casos los extractos o 

fracciones proteícas fueron previamente precipitados en cloroformo/metanol o TCA 10% / 

acetona. Luego, las proteínas fueron separadas por SDS-PAGE, y electrotransferidas a 

membranas de PVDF (Immobilon-P polyvinylidene difluoride-Millipore, Bedford, MA). Las 

membranas fueron bloqueadas con leche 3% en buffer PBS-Tween 0,5% (PBST) y 

posteriormente incubadas con las diluciones apropiadas de anticuerpo primario (en buffer 

de bloqueo) y secundarios acoplados a peroxidasa (SIGMA) (en PBST) con agitación 

durante 1-2 hs a temperatura ambiente o durante 16 hs a 4°C. Luego de la incubación con 

cada anticuerpo, se realizaron 3 lavados en PBST con agitación de 10 minutos. La 

detección de los anticuerpos secundarios  fue realizada por quimioluminiscencia y 

posterior autorradiografía con el reactivo Lumi-Glo (Cell Signaling) en placas Hyperfilm 

(Amersham Biosciences). En los casos donde se requirieron cuantificaciones, se 

digitalizaron las autorradiografías en un “scanner” de transmisión y se midió la intensidad 

de la señal empleando el softwafe ImageJ (NIH). 

Se utilizaron los siguientes anticuerpos: 

• Policlonales de conejo: antiSmaug1 de mamíferos (1:5.000 - 1:10.000); anti-

Staufen 1 RLS1 (1:5.000) (Thomas et a, 2005); anti-S6 (1:1.000) (Cell Signaling). 

• Policlonal de rata: anti-Smaug de Drosophila (1:10.000) (dondado por C. 

Smibert).  

• Monoclonales de ratón: anti –actina (1:5.000 - 1:10.0000) (SIGMA); anti-V5, 

(1:5.000) (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Anti-PSD95 (1:1.000) (Upstate 

Technologies); anti-tubulina beta III (1:5.000) (SIGMA); anti-MAP2 (1:5.000) 

(SIGMA); anti-Sinapsina (1:5000) (Synaptic Systems)  
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17. Inmunofluorescencia. 

Para estos ensayos las células fueron crecidas en cubreobjetos de 12mm y fijadas 

a 37ºC en paraformaldehído (PFA) al 4% en PBS, habiendo extraido o no previamente en 

buffer CSK conteniendo   sacarosa 0.25 M  y Tritón X-100 (TX-100) 0.01%  durante 1 

minuto. Luego de fijadas, las células fueron permeabilizadas por 10 minutos con PBS-TX-

100 al 0,1% y bloqueadas en Blocking Reagent 1% (Boehringer Mannheim, Indianapolis, 

IN). Posteriormente se incubaron los anticuerpos primarios y secundarios durante 1h a 

temperatura ambiente o 16hs a 4ºC diluidos en el reactivo de bloqueo. Depués de la 

incubación con anticuerpo primario o secundario se ralizaron 3 lavados en PBST de 10 

minutos. Finalmente, se lavaron los cubreobjetos durnate 10 minutos en PBS y se 

montaron sobre portaobjetos utilizando 8 μl de Gelvatol (Mowiol 4-88, Calbiochem).  

Se utilizaron los siguientes anticuerpos: 

• Policlonales de conejo: anti-Smaug1 de mamíferos (1:300 a 1:1000); anti-

Staufen1 RLS1 (1:500) (Thomas et al, 2005); anti-Dcp1 (1:100) (obsequio dela 

Dr. Jens Lykke Andersen, University of Colorado, USA); anti-PABP (1:500) 

(provisto por Dra. Evita Mohr, University of Hamburg, Alemania); anti-Nanos1 

(1:500) (Abcam)  

• Policlonal de cabra anti-TIA-1 (1:100) (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, 

CA) 

• Policlonal de rata: anti-Smaug de Drosophila (1:10.000) (donado por el Dr C. 

Smibert).  

• Monoclonales de ratón: anti-V5, (1:500) (Invitrogen). Anti-PSD95 (1:100) 

(Upstate Technologies); anti-tubulina beta III (1:500) (SIGMA); anti-MAP2 (1:500) 

(SIGMA); anti-Sinapsina (1:500) (Synaptic Systems); anti-TIAR (1:100) (BD 

Biosciences,San José, CA, USA); anti-HuR  (1:100) (obsequio de la Dra. Joan 

Steitz, Yale University, EEUU); anti-GW182 (1:100) (Cytostore); anti-hPABP 

(1:100) (ImmuQuest). 

• Anticuerpos secundarios anti-isotipo acoplados a Alexa 488 (A488); 555 (A555) y 

666 (A666) (todos 1:500-1:1000) (Molecular Probes). 
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• Anticuerpos secundarios acoplados a Alexa 488 (A488); 546 (A546) y 633 

(A633) (todos 1:500-1:1000) (Molecular Probes) o acoplados a Cy2, Cy3 y Cy5 

(todos 1:300-1:500) (Jackson ImmunoResearch Laboratorios).  

• Faloidina conjugada con: isotiocianato de fluoresceina (FITC)(SIGMA), 1:100 o 

Alexa 546 (Molecular Probes) 1:40. 

• DAPI (SIGMA) 1:100 

 

18. Tinción con bloqueo por FAbs. 

 Después de realizar una inmunofluorescencia para el primer anticuerpo de conejo 

a detectar, cualquier sitio de unión de las IgGs correspondientes al primer secundario 

fueron bloqueadas con suero normal de conejo al 5% en PBS durante 1h a temperatura 

ambiente. Se lavó 3 veces por 10 minutos en PBS-T y se incubó con los fragmentos Fab 

anticonejo (80μg/ml) por 16hs a 4º (Jackson Immunoresearch, 2004). Se lavó 3 veces con 

PBST por 10 minutos y luego se realizó la inmunofluorescencia contra el segundo 

antígeno como fue descripta anteriormente. Como controles se realizaron 

inmunofluorescencias sin el segundo primario (foto A), con un primario no relacionado 

(foto B) y en ausencia del primer antígeno, (foto C) 
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19. Análisis de imágenes mediante microscopía confocal. 

Las imágenes fueron adquiridas en un microscopio confocal PASCAL LSM 5 o 

LSM 510 (Carl Zeiss, Oberkochen, Alemania). Se aseguró el correcto ajuste del equipo 

mediante el uso de esferas FocalCheck Fluorescent Microspheres (Molecular Probes) de 

1 μm de diámetro. Las imágenes se exportaron al programa Adobe Photoshop sin aplicar 

filtros ni ajustes gamma. 

a. Análisis de colocalización:  

Se contaron gránulos positivos sólo para Smaug1, gránulos positivos sólo para las 

diferentes proteínas analizadas, y gránulos doblemente teñidos,  en forma manual o 

utilizando la herramienta “Cell Counter” del programa ImageJ software (NIH). Los 

resultados se expresaron como el promedio de duplicados o triplicados ± 2 desvíos 

Controles de tinción con bloqueo de Fabs. A. Neuronas maduras (21DIVs) fueron teñidas para Dcp1a como 
primer primario, el segundo primario no fue agregado pero si el secundario correspondiente (anti conejo 
conjugado con Cy3: αR-Cy3) el cual no reconoce la primer tinción realizada contra DCP1a). B. Neuronas 
inmaduras (5 DIVs) teñidas contra  Dcp1a como primer anticuerpo primario y Staufen en segundo lugar. 
Staufen (en rojo) no colocaliza con componentes de PBs (en verde) lo cual fue descripto en la literatura 
(Thomas et al, 2009). C. Neuronas inmaduras (5 DIVs) teñidas contra  Dcp1a como primer anticuerpo primario 
y Smaug en segundo lugar. Smaug (en rojo) no se expresa en neuronas tempranas (5DIVs), por lo que el 
primario anti Smaug1 no se une al anticuerpo anti conejo con el que se reconoció a Dcp1a (en verde).   
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estándar de la muestra (SEM). Los análisis estadísticos fueron realizados usando el 

programa Prism (GraphPad Software) e Infostat (Córdoba, Argentina). 

b. Perfil de intensidad:  

Sobre una foto seriada en el eje Z de una misma célula (grsor de la rodaja ≈ 

0,35μm) se trazó una línea  en el plano X-Y. Se determinó  la intensidad a lo largo 

de la misma mediante la herramienta “Profile” del programa LSM para cada 

fluoróforo. Los datos obtenidos se graficaron en una planilla de excel (Intensidad en 

función de la distancia) para cada rodaja. La presencia de dos proteínas en un 

mismo gránulo se tomó como positiva sólo cuando los picos de intensidad 

coincidian para ambos fluoróforos.    

c. Análisis del tamaño y número de gránulos:  

El número y área de las estructuras analizadas (gránulos de Smaug1, sinapsis) fueron 

medidos automáticamente utilizando la herramienta “Analyze Particles” del programa 

ImageJ. Para estos análisis se utilizaron proyecciones de  fotos seriadas (3 a 5 

rodajas, según el experimento), ajustándose los parámetros de intensidad y contraste 

para cada experimento individual (sin variarlos intraexperimentalmente). Los 

experimentos fueron realizados por duplicado o triplicado según se indique y los 

resultados se expresaron como el promedio ± 2 desvíos estándar de la muestra 

(SEM). Los análisis estadísticos fueron realizados usando el programa Prism 

(GraphPad). 
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BC014894 2.0789E-06 CTGGC  hypothetical protein LOC286075, mRNA (cDNA clone MGC:10201 IMAGE:3910185), complete cds 5

BC035628 2.08078E-06 CCGGG  C1q and tumor necrosis factor related protein 4, mRNA (cDNA clone MGC:44916 IMAGE:51998 4

BC009989 2.1321E-06 CAGGG  smoothened homolog (Drosophila), mRNA (cDNA clone MGC:15193 IMAGE:4127774), complete cd 7

BC022476 2.13671E-06 CCGGG  chromosome 20 open reading frame 28, mRNA (cDNA clone MGC:26275 IMAGE:4816764), complet 6

BC001462 2.13821E-06 CTGGG  protease, serine, 8 (prostasin), mRNA (cDNA clone MGC:2133 IMAGE:3138532), complete cds 8

BC020229 2.17433E-06 CAGGCAC  arylsulfatase D, mRNA (cDNA clone MGC:31932 IMAGE:4868197), complete cds 4

BC024001 2.17513E-06 CCTGGA  leucine rich repeat containing 20, transcript variant 1, mRNA (cDNA clone MGC:26171 IMA 6

BC012368 2.1864E-06 CAGGA  angiopoietin-like 2, mRNA (cDNA clone MGC:8889 IMAGE:3865062), complete cds 3

BC013985 2.18786E-06 CGGGC  PC2 (positive cofactor 2, multiprotein complex) glutamine/Q-rich-associated protein, tr 3

BC047592 2.21607E-06 CCGGC  solute carrier family 29 (nucleoside transporters), member 4, mRNA (cDNA clone MGC:4863 6

BC025325 2.21607E-06 CCGGC  solute carrier family 29 (nucleoside transporters), member 4, mRNA (cDNA clone MGC:3933 6

BC031797 2.23089E-06 CACAGGA  SRY (sex determining region Y)-box 8, mRNA (cDNA clone MGC:24837 IMAGE:4937883), comple 3

BC049840 2.24126E-06 CAGGC  polymerase (DNA-directed), delta interacting protein 3, transcript variant 1, mRNA (cDN 9

BC001163 2.24917E-06 GCTGGG  chemokine (C-X3-C motif) ligand 1, mRNA (cDNA clone MGC:1623 IMAGE:3503870), complete c 8

BC016164 2.25777E-06 GCTGGG  chemokine (C-X3-C motif) ligand 1, mRNA (cDNA clone MGC:15771 IMAGE:3502121), complete 8

BC051803 2.27658E-06 CCGGC  LEM domain containing 2, mRNA (cDNA clone MGC:57747 IMAGE:5240212), complete cds 4
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BC064361 2.29898E-06 CAGGC  pleckstrin homology domain containing, family M (with RUN domain) member 1, mRNA (cDNA 10

BC064497 2.30687E-06 CAGGG  potassium inwardly-rectifying channel, subfamily J, member 11, mRNA (cDNA clone MGC:711 6

BC015886 2.31672E-06 CAGGG  RGM domain family, member A, mRNA (cDNA clone MGC:10197 IMAGE:3909548), complete cds 9

BC038415 2.33543E-06 CCGGG  testis specific, 13, mRNA (cDNA clone MGC:35224 IMAGE:5172129), complete cds 4

BC064697 2.35216E-06 CTGGG  KIAA0247, mRNA (cDNA clone MGC:71667 IMAGE:30344263), complete cds 12

BC053676 2.368E-06 CAGGGA  E2F transcription factor 2, mRNA (cDNA clone MGC:61488 IMAGE:6170186), complete cds 9

BC053734 2.37337E-06 CAGGAC  RAS-like, family 12, mRNA (cDNA clone MGC:49887 IMAGE:5588236), complete cds 6

BC033488 2.41222E-06 CAGGG  purinergic receptor P2X-like 1, orphan receptor, mRNA (cDNA clone MGC:34460 IMAGE:51760 5

BC006080 2.43773E-06 CTGGG  linker for activation of T cells family, member 2, mRNA (cDNA clone MGC:12566 IMAGE:362 10

BC054000 2.44294E-06 GCTGGC  interleukin-1 receptor-associated kinase 1, mRNA (cDNA clone MGC:61493 IMAGE:6164719), 4

BC014963 2.44294E-06 GCTGGC  interleukin-1 receptor-associated kinase 1, transcript variant 3, mRNA (cDNA clone MGC: 4

BC036689 2.45993E-06 CAGGG  v-maf musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene homolog B (avian), mRNA (cDNA clone MGC: 3

BC047084 2.46795E-06 CTGGGAC  hypothetical protein FLJ12788, mRNA (cDNA clone MGC:50989 IMAGE:5287822), complete cds 5

BC051360 2.4825E-06 GCAGGA  RAB11 family interacting protein 3 (class II), mRNA (cDNA clone MGC:59778 IMAGE:6646253 7

BC005882 2.48306E-06 CCGGCC  vacuolar protein sorting 37B (yeast), mRNA (cDNA clone MGC:4691 IMAGE:3533384), complet 5

BC047515 2.48853E-06 CAGGC  paraneoplastic antigen MA2, mRNA (cDNA clone MGC:51254 IMAGE:5294654), complete cds 6
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BC062301 2.48853E-06 CAGGC  paraneoplastic antigen MA2, mRNA (cDNA clone MGC:71104 IMAGE:6580976), complete cds 6

BC036489 2.48853E-06 CAGGC  paraneoplastic antigen MA2, mRNA (cDNA clone MGC:43166 IMAGE:5262276), complete cds 6

BC035657 2.49758E-06 CAGGG  G protein-coupled receptor 41, mRNA (cDNA clone MGC:46158 IMAGE:5588752), complete cds 6

BC032523 2.50852E-06 GCAGGAG  WD and tetratricopeptide repeats 1, mRNA (cDNA clone MGC:44910 IMAGE:5500384), complete 5

BC041143 2.51173E-06 CGGGG  acyl-Coenzyme A binding domain containing 4, mRNA (cDNA clone MGC:47581 IMAGE:5769682), 5

BC029164 2.51173E-06 CGGGG  acyl-Coenzyme A binding domain containing 4, mRNA (cDNA clone MGC:35411 IMAGE:5188183), 5

BC035077 2.55716E-06 CGGGAG  SET and MYND domain containing 4, mRNA (cDNA clone MGC:43100 IMAGE:5260399), complete c 4

BC027947 2.56406E-06 CTGGG  HS1-binding protein 3, mRNA (cDNA clone MGC:34199 IMAGE:5207261), complete cds 13

BC004235 2.60906E-06 GCGGGAG  DEAH (Asp-Glu-Ala-His) box polypeptide 38, mRNA (cDNA clone MGC:757 IMAGE:3504632), com 3

BC062624 2.62122E-06 CTGGCC  core-binding factor, runt domain, alpha subunit 2; translocated to, 3, mRNA (cDNA clone 4

BC071570 2.62462E-06 CCGGG  protein tyrosine phosphatase, receptor type, N polypeptide 2, mRNA (cDNA clone MGC:8715 6

BC034040 2.62462E-06 CCGGG  protein tyrosine phosphatase, receptor type, N polypeptide 2, transcript variant 3, mRN 6

BC001686 2.65228E-06 GCTGGTG  methionine adenosyltransferase II, alpha, mRNA (cDNA clone MGC:2907 IMAGE:3010820), com 4

BC001854 2.65228E-06 GCTGGTG  methionine adenosyltransferase II, alpha, mRNA (cDNA clone MGC:4537 IMAGE:3010820), com 4

BC067804 2.65843E-06 CTGGGAT  dual specificity phosphatase 26 (putative), mRNA (cDNA clone MGC:87268 IMAGE:5262839), 3

BC001613 2.65843E-06 CTGGGAT  dual specificity phosphatase 26 (putative), mRNA (cDNA clone MGC:1136 IMAGE:3535215), c 3
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BC017199 2.67614E-06 CGGGG  paired-like homeobox 2b, mRNA (cDNA clone MGC:1678 IMAGE:3161284), complete cds 4

BC002976 2.67901E-06 CAGGC  cytochrome b-561, mRNA (cDNA clone MGC:2190 IMAGE:3535771), complete cds 10

BC035082 2.71557E-06 CAGGC  hypothetical protein FLJ36980, mRNA (cDNA clone MGC:43113 IMAGE:5260732), complete cds 5

BC007942 2.72249E-06 CAGGAG  synaptonemal complex protein SC65, mRNA (cDNA clone MGC:14267 IMAGE:4130726), complete 5

BC072384 2.72908E-06 CCCAGGC  phospholipase C, delta 3, mRNA (cDNA clone MGC:71172 IMAGE:6378601), complete cds 4

BC034418 2.75189E-06 CAGGAG  hypothetical protein FLJ20719, mRNA (cDNA clone MGC:34369 IMAGE:3896523), complete cds 3

BC086308 2.75189E-06 CAGGAG  hypothetical protein FLJ20719, mRNA (cDNA clone MGC:99641 IMAGE:5453529), complete cds 3

BC023087 2.75189E-06 CAGGAG  hypothetical protein MGC8902, mRNA (cDNA clone MGC:8902 IMAGE:3918932), complete cds 3

BC011694 2.76073E-06 GCCGGG  H2A histone family, member X, mRNA (cDNA clone MGC:19656 IMAGE:3139343), complete cds 4

BC041814 2.77821E-06 CCAGGAG  cryptochrome 2 (photolyase-like), mRNA (cDNA clone MGC:43402 IMAGE:5266781), complete c 4

BC072423 2.77864E-06 CAGGTG  solute carrier family 1 (glutamate/neutral amino acid transporter), member 4, mRNA (cDN 5

BC026216 2.77864E-06 CAGGTG  solute carrier family 1 (glutamate/neutral amino acid transporter), member 4, mRNA (cDN 5

BC004343 2.79448E-06 CCGGGC  chromosome 21 open reading frame 122, mRNA (cDNA clone MGC:10960 IMAGE:3633193), comple 3

BC040665 2.79519E-06 CTGGG  cDNA clone MGC:42208 IMAGE:4811654, complete cds 14

BC064662 2.81221E-06 TCCTGGC  TNF receptor-associated factor 2, mRNA (cDNA clone MGC:60039 IMAGE:6528158), complete c 4

BC098390 2.88595E-06 CAGGGCC  solute carrier family 12 (potassium/chloride transporters), member 7, mRNA (cDNA clone 4
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BC052584 2.89762E-06 CTGGG  mitogen-activated protein kinase-activated protein kinase 2, transcript variant 2, mRNA 11

BC007595 2.92371E-06 CCAGGA  SRY (sex determining region Y)-box 10, mRNA (cDNA clone MGC:15649 IMAGE:3346551), compl 6

BC003043 2.93492E-06 CCCGGA  ADP-ribosylation factor 5, mRNA (cDNA clone MGC:4370 IMAGE:2822973), complete cds 3

BC010435 2.93504E-06 CCGGG  H1 histone family, member X, mRNA (cDNA clone MGC:15959 IMAGE:3538400), complete cds 5

BC000426 2.93504E-06 CCGGG  H1 histone family, member X, mRNA (cDNA clone MGC:8350 IMAGE:2819756), complete cds 5

BC053588 2.9727E-06 GCTGGG  hypothetical protein MGC26885, mRNA (cDNA clone MGC:61628 IMAGE:5245683), complete cds 6

BC084565 2.97405E-06 CGGGCC  kruppel-like zinc finger factor X17, mRNA (cDNA clone MGC:99802 IMAGE:6425794), complet 4

BC030608 2.97837E-06 CTGGC  podocan, mRNA (cDNA clone MGC:26993 IMAGE:4826932), complete cds 3

BC021195 2.97837E-06 CTGGC  dopamine receptor D2, transcript variant 1, mRNA (cDNA clone MGC:10521 IMAGE:3939741), 3

BC028292 2.97837E-06 CTGGC  podocan, mRNA (cDNA clone MGC:24995 IMAGE:4938380), complete cds 3

BC039608 2.99524E-06 GCTGGG  hypothetical protein MGC26885, mRNA (cDNA clone MGC:48943 IMAGE:5248678), complete cds 6

BC018649 3.03662E-06 CAGGAG  polymerase (RNA) II (DNA directed) polypeptide L, 7.6kDa, mRNA (cDNA clone MGC:2137 IMA 5

BC038856 3.0705E-06 CTGGC  chromosome 9 open reading frame 89, mRNA (cDNA clone MGC:47555 IMAGE:5215640), complete 7

BC006105 3.10963E-06 CAGGGA  chromosome 6 open reading frame 134, mRNA (cDNA clone MGC:12938 IMAGE:2820493), complet 6

BC037963 3.14067E-06 CGGGGC  adrenergic, beta, receptor kinase 1, mRNA (cDNA clone MGC:46122 IMAGE:5585846), complet 4

BC090863 3.14067E-06 CGGGGC  adrenergic, beta, receptor kinase 1, mRNA (cDNA clone MGC:102807 IMAGE:6203199), comple 4
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BC012850 3.1441E-06 CTGGG  calsenilin, presenilin binding protein, EF-hand transcription factor, mRNA (cDNA clone 14

BC060830 3.15586E-06 CAGGG  leptin (obesity homolog, mouse), mRNA (cDNA clone MGC:71704 IMAGE:30333193), complete c 13

BC040191 3.17703E-06 CTGGG  solute carrier family 35, member E4, mRNA (cDNA clone MGC:42248 IMAGE:4814106), complet 10

BC018775 3.18295E-06 CCTGGG  SH3 and PX domain containing 3, mRNA (cDNA clone MGC:32065 IMAGE:4869639), complete cds 5

BC071837 3.19243E-06 CTGGGC  tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member 12, transcript variant 2, mRNA (cDNA 6

BC019047 3.19243E-06 CTGGGC  tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member 12, transcript variant 2, mRNA (cDNA 6

BC053666 3.21049E-06 CAGGGG  GRP1 (general receptor for phosphoinositides 1)-associated scaffold protein, mRNA (cDNA 5

BC035500 3.21049E-06 CAGGGG  GRP1 (general receptor for phosphoinositides 1)-associated scaffold protein, mRNA (cDNA 5

BC006318 3.21763E-06 CCAGGC  erythrocyte membrane protein band 4.9 (dematin), mRNA (cDNA clone MGC:12740 IMAGE:41258 5

BC017445 3.21763E-06 CCAGGC  erythrocyte membrane protein band 4.9 (dematin), mRNA (cDNA clone MGC:15601 IMAGE:31627 5

BC052805 3.21763E-06 CCAGGC  erythrocyte membrane protein band 4.9 (dematin), mRNA (cDNA clone MGC:59859 IMAGE:62696 5

BC015931 3.24373E-06 CGGGG  RAB35, member RAS oncogene family, mRNA (cDNA clone MGC:8924 IMAGE:3907209), complete c 4

BC002730 3.25719E-06 CAGGA  dehydrogenase/reductase (SDR family) member 3, mRNA (cDNA clone MGC:3784 IMAGE:3630840) 7

BC006346 3.26564E-06 CCTGGC  aortic preferentially expressed gene 1, mRNA (cDNA clone MGC:12676 IMAGE:4100987), comp 3

BC030660 3.29928E-06 CTGGG  DIRAS family, GTP-binding RAS-like 1, mRNA (cDNA clone MGC:33391 IMAGE:4814337), comple 16

BC034373 3.33728E-06 CCGGCC  kinesin light chain 2, mRNA (cDNA clone MGC:16866 IMAGE:4342879), complete cds 4
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BC039154 3.34304E-06 CTGGC  hypothetical protein MGC21830, mRNA (cDNA clone MGC:21830 IMAGE:4213860), complete cds 5

BC007709 3.37784E-06 CAGGC  slingshot homolog 3 (Drosophila), mRNA (cDNA clone MGC:10299 IMAGE:4053628), complete c 4

BC007231 3.41067E-06 CAGGA  plasminogen activator, tissue, transcript variant 1, mRNA (cDNA clone MGC:15287 IMAGE:3 7

BC095403 3.41067E-06 CAGGA  plasminogen activator, tissue, transcript variant 1, mRNA (cDNA clone MGC:110886 IMAGE: 7

BC032372 3.42446E-06 CAGGG  Ral GEF with PH domain and SH3 binding motif 1, mRNA (cDNA clone MGC:40302 IMAGE:516333 7

BC030618 3.45819E-06 CTGGGG  hypothetical protein LOC196463, mRNA (cDNA clone MGC:33337 IMAGE:4822591), complete cds 5

BC017905 3.48327E-06 CAGGCA  mRNA similar to hypothetical protein PRO2831 (cDNA clone MGC:23813 IMAGE:4273837), comp 4

BC016647 3.49127E-06 CAGGC  DKFZP434C171 protein, mRNA (cDNA clone MGC:16844 IMAGE:4342371), complete cds 10

BC026344 3.50681E-06 CAGGG  hypothetical protein FLJ20489, mRNA (cDNA clone MGC:26667 IMAGE:4798578), complete cds 5

BC027923 3.50875E-06 CCCGGGG  solute carrier family 43, member 2, mRNA (cDNA clone MGC:34680 IMAGE:5309751), complete 3

BC047673 3.51166E-06 CAGGG  amyloid beta (A4) precursor protein-binding, family A, member 2 binding protein, transc 8

BC011892 3.53579E-06 CGGGGC  cofactor of BRCA1, mRNA (cDNA clone MGC:19886 IMAGE:3941719), complete cds 4

BC001070 3.56683E-06 CAGGG  KIAA0153 protein, mRNA (cDNA clone MGC:2635 IMAGE:3504490), complete cds 10

BC004980 3.59575E-06 CTGGCC  solute carrier family 25 (mitochondrial carrier; citrate transporter), member 1, mRNA ( 5

BC008061 3.59575E-06 CTGGCC  solute carrier family 25 (mitochondrial carrier; citrate transporter), member 1, mRNA ( 5

BC001800 3.62148E-06 CCGGC  orthopedia homolog (Drosophila), mRNA (cDNA clone MGC:3161 IMAGE:3354882), complete cds 5
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BC030827 3.63322E-06 CTGGG  hippocalcin like 4, mRNA (cDNA clone MGC:26229 IMAGE:4811834), complete cds 6

BC026214 3.64374E-06 CTGGG  leucine-zipper-like transcription regulator 1, mRNA (cDNA clone MGC:21205 IMAGE:4399716 11

BC000413 3.64951E-06 CAGGAG  eukaryotic translation initiation factor 3, subunit 2 beta, 36kDa, mRNA (cDNA clone MGC 4

BC060842 3.64951E-06 CAGGAG  implantation-associated protein, mRNA (cDNA clone MGC:71748 IMAGE:30338916), complete c 4

BC041014 3.64951E-06 CAGGAG  implantation-associated protein, mRNA (cDNA clone MGC:20682 IMAGE:3834858), complete cd 4

BC028359 3.64951E-06 CAGGAG  cDNA clone MGC:26356 IMAGE:4828836, complete cds 4

BC003140 3.64951E-06 CAGGAG  eukaryotic translation initiation factor 3, subunit 2 beta, 36kDa, mRNA (cDNA clone MGC 4

BC062331 3.64951E-06 CAGGAG  MGC71469 protein, mRNA (cDNA clone MGC:71469 IMAGE:5798762), complete cds 4

BC028098 3.65444E-06 CCGGA  v-maf musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene homolog B (avian), mRNA (cDNA clone MGC: 5

BC027972 3.69078E-06 CTGGGG  glypican 2 (cerebroglycan), mRNA (cDNA clone MGC:34654 IMAGE:5240315), complete cds 5

BC012737 3.69598E-06 CCGGC  chloride channel 7, mRNA (cDNA clone MGC:15192 IMAGE:4026193), complete cds 6

BC043641 3.70553E-06 TCTGGT  protein kinase LYK5, mRNA (cDNA clone MGC:10181 IMAGE:3908187), complete cds 3

BC082989 3.71242E-06 CTGGG  cDNA DKFZp434C184 gene, mRNA (cDNA clone MGC:90489 IMAGE:5763085), complete cds 7

BC046475 3.74085E-06 CAGGAG  cDNA clone MGC:51010 IMAGE:5270267, complete cds 4

BC050380 3.75679E-06 CAGGA  ST3 beta-galactoside alpha-2,3-sialyltransferase 3, transcript variant 10, mRNA (cDNA c 5

BC014298 3.76019E-06 CGGGG  PRKR interacting protein 1 (IL11 inducible), mRNA (cDNA clone MGC:14980 IMAGE:3940868), 6
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BC024700 3.84669E-06 CAGGGC  secretory carrier membrane protein 5, mRNA (cDNA clone MGC:24969 IMAGE:4941050), comple 4

BC021898 3.87632E-06 GCCGGG  adaptor-related protein complex 1, sigma 3 subunit, mRNA (cDNA clone MGC:17284 IMAGE:43 4

BC015541 3.88772E-06 CGGGC  ATP-binding cassette, sub-family D (ALD), member 1, mRNA (cDNA clone MGC:9595 IMAGE:389 3

BC028020 3.88772E-06 CGGGC  centaurin, gamma 1, mRNA (cDNA clone MGC:39939 IMAGE:5218187), complete cds 3

BC025358 3.88772E-06 CGGGC  ATP-binding cassette, sub-family D (ALD), member 1, mRNA (cDNA clone MGC:39449 IMAGE:49 3

BC095414 3.91422E-06 CAGGA  dehydrogenase/reductase (SDR family) member 6, mRNA (cDNA clone MGC:110919 IMAGE:528443 5

BC017193 3.92328E-06 CCTGGC  lysophospholipase II, mRNA (cDNA clone MGC:1904 IMAGE:3138786), complete cds 4

BC017034 3.92328E-06 CCTGGC  lysophospholipase II, mRNA (cDNA clone MGC:9106 IMAGE:3845764), complete cds 4

BC011910 3.93268E-06 CAGGC  NADH:ubiquinone oxidoreductase MLRQ subunit homolog, mRNA (cDNA clone MGC:19921 IMAGE:4 7

BC034766 3.93788E-06 CAGGG  chromosome 3 open reading frame 18, mRNA (cDNA clone MGC:34331 IMAGE:5177784), complete 10

BC034732 3.95584E-06 CTGGG  BM88 antigen, mRNA (cDNA clone MGC:34326 IMAGE:5179740), complete cds 7

BC052800 3.97291E-06 CCAGGCA  protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 18 (brain-derived), mRNA (cDNA clone MG 3

BC039893 3.97943E-06 CTGGG  chemokine (C-X-C motif) ligand 12 (stromal cell-derived factor 1), transcript variant 2 10

BC021299 4.01695E-06 CAGGG  SAM pointed domain containing ets transcription factor, mRNA (cDNA clone MGC:29592 IMAG 7

BC007721 4.03675E-06 CAGGAGA  DNA fragmentation factor, 45kDa, alpha polypeptide, transcript variant 1, mRNA (cDNA cl 4

BC010446 4.05466E-06 CTGGGG  chromosome 19 open reading frame 4, mRNA (cDNA clone MGC:17013 IMAGE:4181442), complete 3
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BC000337 4.07304E-06 CTGGCC  glucose-6-phosphate dehydrogenase, mRNA (cDNA clone MGC:8534 IMAGE:2822640), complete c 4

BC013902 4.07665E-06 CTGGC  hypothetical protein H17, mRNA (cDNA clone MGC:15224 IMAGE:3956972), complete cds 7

BC015049 4.09992E-06 CCCGGC  MOB1, Mps One Binder kinase activator-like 2A (yeast), mRNA (cDNA clone MGC:9531 IMAGE: 5

BC067361 4.1423E-06 CTGGG  SRY (sex determining region Y)-box 12, mRNA (cDNA clone MGC:71161 IMAGE:6480102), compl 9

BC027976 4.15979E-06 CAGGCAG  cDNA clone MGC:34066 IMAGE:5229149, complete cds 4

BC101351 4.19245E-06 CAGGT  hypothetical protein FLJ33860, mRNA (cDNA clone MGC:120496 IMAGE:40025395), complete cd 6

BC101349 4.19245E-06 CAGGT  hypothetical protein FLJ33860, mRNA (cDNA clone MGC:120494 IMAGE:40025393), complete cd 6

BC001928 4.20758E-06 CCAGGG  protein disulfide isomerase family A, member 4, mRNA (cDNA clone MGC:3984 IMAGE:2819726 4

BC000425 4.20758E-06 CCAGGG  protein disulfide isomerase family A, member 4, mRNA (cDNA clone MGC:8346 IMAGE:2819726 4

BC011754 4.20758E-06 CCAGGG  protein disulfide isomerase family A, member 4, mRNA (cDNA clone MGC:19707 IMAGE:353291 4

BC016964 4.23858E-06 CTGGG  MAS-related GPR, member F, mRNA (cDNA clone MGC:21621 IMAGE:4181577), complete cds 4

BC011240 4.31746E-06 CTGGGGC  NDRG family member 2, mRNA (cDNA clone MGC:16913 IMAGE:4153602), complete cds 4

BC093038 4.31746E-06 CTGGGGC  NDRG family member 2, transcript variant 2, mRNA (cDNA clone MGC:110955 IMAGE:4811718), 4

BC010458 4.31746E-06 CTGGGGC  NDRG family member 2, transcript variant 3, mRNA (cDNA clone MGC:16914 IMAGE:4215141), 4

BC058935 4.33089E-06 CAGGAG  hypothetical protein FLJ36812, mRNA (cDNA clone MGC:65177 IMAGE:5578024), complete cds 6

BC032512 4.35379E-06 CCGGG  hypothetical protein MGC15631, mRNA (cDNA clone MGC:44890 IMAGE:5491469), complete cds 7
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BC018709 4.37247E-06 CCGGG  hypothetical protein MGC15631, mRNA (cDNA clone MGC:31769 IMAGE:4635722), complete cds 7

BC003555 4.37981E-06 CTGGG  nucleolar complex associated 2 homolog (S. cerevisiae), mRNA (cDNA clone MGC:1451 IMAGE 3

BC012460 4.37981E-06 CTGGG  LIM and SH3 protein 1, mRNA (cDNA clone MGC:21215 IMAGE:4470852), complete cds 3

BC007560 4.37981E-06 CTGGG  LIM and SH3 protein 1, mRNA (cDNA clone MGC:15487 IMAGE:2988698), complete cds 3

BC025691 4.3869E-06 CTGGAG  interleukin 2 receptor, beta, mRNA (cDNA clone MGC:34584 IMAGE:5207833), complete cds 5

BC046460 4.40698E-06 CGGGG  forkhead box J1, mRNA (cDNA clone MGC:35202 IMAGE:5171637), complete cds 5

BC039247 4.40875E-06 CAGGAG  RUN domain containing 1, mRNA (cDNA clone MGC:33375 IMAGE:5271271), complete cds 5

BC025767 4.46718E-06 CAGGGC  rhophilin, Rho GTPase binding protein 1, mRNA (cDNA clone MGC:34714 IMAGE:5211354), com 5

BC000700 4.47495E-06 CTGGG  hypothetical protein MGC3101, mRNA (cDNA clone MGC:3101 IMAGE:3350198), complete cds 11

BC060793 4.47681E-06 CGGGAC  potassium channel, subfamily K, member 5, mRNA (cDNA clone MGC:71594 IMAGE:30348251), c 4

BC019015 4.55745E-06 CAGGC  intersex-like (Drosophila), mRNA (cDNA clone MGC:20644 IMAGE:4129619), complete cds 9

BC087840 4.55928E-06 CGGGC  hairy and enhancer of split 5 (Drosophila), mRNA (cDNA clone MGC:102848 IMAGE:6204648), 5

BC070041 4.56197E-06 CGGGC  lipase, hormone-sensitive, mRNA (cDNA clone MGC:87080 IMAGE:5296155), complete cds 3

BC004400 4.58497E-06 CAGGG  hypothetical protein MGC10986, mRNA (cDNA clone MGC:10986 IMAGE:3636469), complete cds 8

BC051812 4.58497E-06 CAGGG  hypothetical protein MGC10986, mRNA (cDNA clone MGC:60034 IMAGE:5732102), complete cds 8

BC020972 4.62273E-06 CCGGC  casein kinase 1, gamma 2, mRNA (cDNA clone MGC:9354 IMAGE:3851613), complete cds 5
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BC011609 4.70186E-06 GCCGGG  DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily B, member 2, mRNA (cDNA clone MGC:3506 IMAGE:3619734), 4

BC044889 4.72256E-06 CAGGGAG  suppressor of variegation 4-20 homolog 2 (Drosophila), mRNA (cDNA clone MGC:17538 IMAGE 4

BC019313 4.72256E-06 CAGGGAG  suppressor of variegation 4-20 homolog 2 (Drosophila), mRNA (cDNA clone MGC:4333 IMAGE: 4

BC005842 4.72256E-06 CAGGGAG  suppressor of variegation 4-20 homolog 2 (Drosophila), mRNA (cDNA clone MGC:2705 IMAGE: 4

BC006392 4.80664E-06 CTGGG  2&apos;,3&apos;-cyclic nucleotide 3&apos; phosphodiesterase, mRNA (cDNA clone MGC:12818 10

BC028040 4.80664E-06 CTGGG  2&apos;,3&apos;-cyclic nucleotide 3&apos; phosphodiesterase, mRNA (cDNA clone MGC:40095 10

BC001362 4.80664E-06 CTGGG  2&apos;,3&apos;-cyclic nucleotide 3&apos; phosphodiesterase, mRNA (cDNA clone MGC:2262 10

BC011046 4.80664E-06 CTGGG  2&apos;,3&apos;-cyclic nucleotide 3&apos; phosphodiesterase, mRNA (cDNA clone MGC:17217 10

BC019643 4.82178E-06 CCAGGC  polymerase (DNA-directed), delta interacting protein 3, mRNA (cDNA clone MGC:24943 IMAG 4

BC056912 4.82178E-06 CCAGGC  polymerase (DNA-directed), delta interacting protein 3, transcript variant 2, mRNA (cDN 4

BC095411 4.82178E-06 CCAGGC  polymerase (DNA-directed), delta interacting protein 3, transcript variant 1, mRNA (cDN 4

BC039258 4.82341E-06 CTGGG  thyrotrophic embryonic factor, mRNA (cDNA clone MGC:33801 IMAGE:5286096), complete cds 18

BC032712 4.83525E-06 CAGGG  Williams-Beuren syndrome chromosome region 16, transcript variant 2, mRNA (cDNA clone M 7

BC042476 4.86465E-06 CTGGG  thyrotrophic embryonic factor, mRNA (cDNA clone MGC:24963 IMAGE:4915095), complete cds 18

BC027899 4.89951E-06 CTGGAG  leukocyte-associated Ig-like receptor 1, transcript variant a, mRNA (cDNA clone MGC:342 3

BC015945 4.90492E-06 CGGGA  kelch-like ECH-associated protein 1, transcript variant 2, mRNA (cDNA clone MGC:9454 IM 4
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BC002930 4.90492E-06 CGGGA  kelch-like ECH-associated protein 1, transcript variant 2, mRNA (cDNA clone MGC:10630 I 4

BC002417 4.90492E-06 CGGGA  kelch-like ECH-associated protein 1, transcript variant 2, mRNA (cDNA clone MGC:1114 IM 4

BC021276 4.94981E-06 CCCCGGC  immunoglobulin heavy constant delta, mRNA (cDNA clone MGC:29633 IMAGE:4855067), complet 3

BC063384 4.94981E-06 CCCCGGC  immunoglobulin heavy constant delta, mRNA (cDNA clone MGC:71262 IMAGE:4764956), complet 3

BC105942 4.95104E-06 CTGGG  cDNA clone MGC:125973 IMAGE:40031795, complete cds 5

BC105944 4.95104E-06 CTGGG  cDNA clone MGC:125974 IMAGE:40031802, complete cds 5

BC001658 4.9635E-06 CAGGA  ancient ubiquitous protein 1, transcript variant 3, mRNA (cDNA clone MGC:1122 IMAGE:305 5

BC030287 4.97198E-06 CAGGT  membrane protein, palmitoylated 2 (MAGUK p55 subfamily member 2), mRNA (cDNA clone MGC: 7

BC067105 4.97212E-06 CTGGC  tetraspanin 17, transcript variant 2, mRNA (cDNA clone MGC:71255 IMAGE:6646576), comple 11

BC053595 5.00021E-06 CCGGG  chromosome 22 open reading frame 9, mRNA (cDNA clone MGC:61801 IMAGE:5730020), complete 4

BC009300 5.01331E-06 CAGGGA  mitochondrial protein 18 kDa, transcript variant 1, mRNA (cDNA clone MGC:15180 IMAGE:41 5

BC001608 5.01331E-06 CAGGGA  mitochondrial protein 18 kDa, transcript variant 1, mRNA (cDNA clone MGC:876 IMAGE:3542 5

BC014446 5.01331E-06 CAGGGA  mitochondrial protein 18 kDa, transcript variant 1, mRNA (cDNA clone MGC:22998 IMAGE:48 5

BC046132 5.01331E-06 CAGGGA  mitochondrial protein 18 kDa, transcript variant 1, mRNA (cDNA clone MGC:57612 IMAGE:44 5

BC038831 5.01331E-06 CAGGGA  mitochondrial protein 18 kDa, transcript variant 1, mRNA (cDNA clone MGC:47650 IMAGE:39 5

BC030989 5.01331E-06 CAGGGA  mitochondrial protein 18 kDa, transcript variant 1, mRNA (cDNA clone MGC:32665 IMAGE:40 5
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BC026082 5.04816E-06 CAGGGGC  similar to mitochondrial carrier triple repeat 1, mRNA (cDNA clone MGC:26780 IMAGE:4837 3

BC012181 5.07684E-06 CTGGC  furin (paired basic amino acid cleaving enzyme), mRNA (cDNA clone MGC:20463 IMAGE:45506 10

BC056423 5.10377E-06 CTGGA  unc-51-like kinase 3 (C. elegans), mRNA (cDNA clone MGC:65146 IMAGE:5219403), complete 13

BC033643 5.11752E-06 CAGGC  cDNA clone MGC:45452 IMAGE:5562656, complete cds 6

BC008853 5.13627E-06 CAGGG  solute carrier family 39 (zinc transporter), member 13, mRNA (cDNA clone MGC:16573 IMAG 7

BC019016 5.13627E-06 CAGGG  solute carrier family 39 (zinc transporter), member 13, mRNA (cDNA clone MGC:20695 IMAG 7

BC044640 5.2257E-06 CTGGG  SMP3 mannosyltransferase, mRNA (cDNA clone MGC:52163 IMAGE:4871581), complete cds 5

BC041811 5.31219E-06 CAGGG  calcium channel, voltage-dependent, beta 3 subunit, mRNA (cDNA clone MGC:41895 IMAGE:53 9

BC001176 5.39568E-06 CTGGCC  transcobalamin II; macrocytic anemia, mRNA (cDNA clone MGC:2220 IMAGE:3353271), complet 3

BC011239 5.39568E-06 CTGGCC  transcobalamin II; macrocytic anemia, mRNA (cDNA clone MGC:17407 IMAGE:4153362), comple 3

BC025766 5.4246E-06 CGGGG  leukocyte immunoglobulin-like receptor, subfamily B (with TM and ITIM domains), member 5

BC025399 5.42463E-06 CAGGG  prokineticin 1, mRNA (cDNA clone MGC:27084 IMAGE:4826496), complete cds 4

BC001318 5.43071E-06 CAGGGC  regulator of G-protein signalling 19, mRNA (cDNA clone MGC:5531 IMAGE:3454625), complet 4

BC054337 5.43071E-06 CAGGGC  regulator of G-protein signalling 19, mRNA (cDNA clone MGC:61464 IMAGE:6067115), comple 4

BC063010 5.43071E-06 CAGGGC  regulator of G-protein signalling 19, mRNA (cDNA clone MGC:70851 IMAGE:5215492), comple 4

BC058837 5.50976E-06 CCCAGGC  cDNA clone MGC:61920 IMAGE:4693351, complete cds 4
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BC032398 5.51309E-06 CTGGC  ATPase, H+ transporting, lysosomal V0 subunit a isoform 1, mRNA (cDNA clone MGC:40328 I 7

BC021253 5.53075E-06 CAGGG  chromosome 9 open reading frame 58, mRNA (cDNA clone MGC:29466 IMAGE:3504509), complete 3

BC007835 5.53075E-06 CAGGG  serine/threonine kinase 40, mRNA (cDNA clone MGC:14160 IMAGE:4109652), complete cds 3

BC014435 5.53075E-06 CAGGG , clone MGC:22922 IMAGE:4855747, mRNA, complete cds 3

BC008344 5.53075E-06 CAGGG  serine/threonine kinase 40, mRNA (cDNA clone MGC:15888 IMAGE:3530483), complete cds 3

BC037399 5.57096E-06 CTGGGC  KIAA0415 protein, mRNA (cDNA clone MGC:35238 IMAGE:5172434), complete cds 7

BC072674 5.59434E-06 CCTGGC  phosphoglycerate dehydrogenase like 1, mRNA (cDNA clone MGC:90487 IMAGE:5756018), compl 4

BC063295 5.65853E-06 CTGGC  cyclin M4, mRNA (cDNA clone MGC:71640 IMAGE:30340626), complete cds 11

BC015797 5.66761E-06 CTGGG  solute carrier family 25 (mitochondrial carrier; dicarboxylate transporter), member 10, 10

BC007355 5.66761E-06 CTGGG  solute carrier family 25 (mitochondrial carrier; dicarboxylate transporter), member 10, 10

BC015711 5.69552E-06 CAGGG  splA/ryanodine receptor domain and SOCS box containing 1, mRNA (cDNA clone MGC:16798 IM 9

BC036117 5.72393E-06 CTGGA  unc-51-like kinase 3 (C. elegans), mRNA (cDNA clone MGC:33964 IMAGE:5310864), complete 13

BC027603 5.80862E-06 CTGGG  KCCR13L, mRNA (cDNA clone MGC:26765 IMAGE:4830264), complete cds 5

BC080549 5.81442E-06 GGCCGGC  cDNA clone MGC:99768 IMAGE:6215112, complete cds 3

BC009647 5.86438E-06 CCTGGG  alkaline phosphatase, placental (Regan isozyme), mRNA (cDNA clone MGC:5096 IMAGE:346073 7

BC094743 5.86438E-06 CCTGGG  alkaline phosphatase, placental (Regan isozyme), mRNA (cDNA clone MGC:104591 IMAGE:3033 7
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BC084538 5.93268E-06 CTGGG  v-akt murine thymoma viral oncogene homolog 1, transcript variant 2, mRNA (cDNA clone M 6

BC000479 5.93268E-06 CTGGG  v-akt murine thymoma viral oncogene homolog 1, transcript variant 3, mRNA (cDNA clone M 6

BC064994 5.93268E-06 CTGGG  lethal giant larvae homolog 2 (Drosophila), transcript variant 3, mRNA (cDNA clone MGC: 6

BC003157 5.96994E-06 CCTGGG  tetraspanin 15, mRNA (cDNA clone MGC:4120 IMAGE:2958221), complete cds 4

BC004161 5.96994E-06 CCTGGG  tetraspanin 15, mRNA (cDNA clone MGC:2447 IMAGE:2958221), complete cds 4

BC006356 5.98265E-06 CCGGGC  T-cell leukemia, homeobox 2, transcript variant 1, mRNA (cDNA clone MGC:12870 IMAGE:412 4

BC011566 5.99671E-06 CTGGG  v-src sarcoma (Schmidt-Ruppin A-2) viral oncogene homolog (avian), mRNA (cDNA clone MGC 14

BC051270 5.99671E-06 CTGGG  v-src sarcoma (Schmidt-Ruppin A-2) viral oncogene homolog (avian), transcript variant 1 14

BC045532 6.07712E-06 GCCTGGG  LSM8 homolog, U6 small nuclear RNA associated (S. cerevisiae), mRNA (cDNA clone MGC:571 5

BC090057 6.0789E-06 CCGGAC  cDNA clone MGC:87549 IMAGE:30347387, complete cds 3

BC062357 6.09824E-06 CAGGAG  cDNA clone MGC:71350 IMAGE:4544641, complete cds 6

BC028717 6.10912E-06 CCGGC  pleckstrin homology, Sec7 and coiled-coil domains 3, mRNA (cDNA clone MGC:33020 IMAGE:4 7

BC063111 6.1133E-06 GGCAGGA  hypothetical protein FLJ90165, mRNA (cDNA clone MGC:71892 IMAGE:4593403), complete cds 4

BC024039 6.12162E-06 CCTGGAG  tripartite motif-containing 26, mRNA (cDNA clone MGC:12710 IMAGE:3954669), complete cds 5

BC032297 6.12162E-06 CCTGGAG  tripartite motif-containing 26, mRNA (cDNA clone MGC:40232 IMAGE:4938971), complete cds 5

BC047534 6.16578E-06 CCAGGG  paraneoplastic antigen, mRNA (cDNA clone MGC:39548 IMAGE:5288296), complete cds 6
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BC001353 6.17428E-06 CTGGCC  katanin p80 (WD repeat containing) subunit B 1, mRNA (cDNA clone MGC:8689 IMAGE:2964632 4

BC025312 6.19751E-06 GCGGGC  chromosome 20 open reading frame 59, mRNA (cDNA clone MGC:39296 IMAGE:4563089), complet 4

BC035411 6.24011E-06 CTGGCT  hypothetical protein LOC153561, mRNA (cDNA clone MGC:42544 IMAGE:4824349), complete cds 5

BC033628 6.25177E-06 CAGGG  translocase of inner mitochondrial membrane 44 homolog (yeast), mRNA (cDNA clone MGC:40 5

BC050549 6.26596E-06 CTGGCCT  amine oxidase, copper containing 3 (vascular adhesion protein 1), mRNA (cDNA clone MGC: 3

BC030699 6.41041E-06 CAGGAG  SHC SH2-domain binding protein 1, mRNA (cDNA clone MGC:26900 IMAGE:4829528), complete c 4

BC035159 6.44835E-06 CAGGAG  hypothetical protein FLJ35848, mRNA (cDNA clone MGC:43301 IMAGE:5265358), complete cds 5

BC041161 6.46743E-06 CCTGGAG  pleckstrin homology, Sec7 and coiled-coil domains 4, mRNA (cDNA clone MGC:48780 IMAGE:5 5

BC019046 6.47743E-06 CAGGAGC  immunoglobulin heavy constant gamma 1 (G1m marker), mRNA (cDNA clone MGC:20691 IMAGE:47 4

BC094747 6.48765E-06 CAGGG  SET and MYND domain containing 2, mRNA (cDNA clone MGC:104605 IMAGE:30331437), complete 15

BC015607 6.4965E-06 CAGGG  PCTAIRE protein kinase 1, transcript variant 2, mRNA (cDNA clone MGC:23461 IMAGE:476208 7

BC065268 6.4965E-06 CAGGG  protein-O-mannosyltransferase 1, mRNA (cDNA clone MGC:74644 IMAGE:6155142), complete cd 7

BC006190 6.4965E-06 CAGGG  PCTAIRE protein kinase 1, mRNA (cDNA clone MGC:10347 IMAGE:3830397), complete cds 7

BC033686 6.53516E-06 CTGGG  dolichyl pyrophosphate phosphatase 1, mRNA (cDNA clone MGC:45389 IMAGE:5195127), comple 11

BC017068 6.54065E-06 CCGGG  alpha 1,4-galactosyltransferase (globotriaosylceramide synthase), mRNA (cDNA clone MGC: 5

BC055286 6.54065E-06 CCGGG  alpha 1,4-galactosyltransferase (globotriaosylceramide synthase), mRNA (cDNA clone MGC: 5
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BC032224 6.5861E-06 CTGGC  platelet-derived growth factor receptor, beta polypeptide, mRNA (cDNA clone MGC:34052 I 8

BC107585 6.59035E-06 CAGGG  hypothetical protein MGC11335, mRNA (cDNA clone MGC:111186 IMAGE:6463662), complete cds 7

BC000757 6.59035E-06 CAGGG  hypothetical protein MGC11335, mRNA (cDNA clone MGC:2690 IMAGE:2820364), complete cds 7

BC017040 6.64128E-06 CCAGGAA  v-ets erythroblastosis virus E26 oncogene homolog 2 (avian), mRNA (cDNA clone MGC:9151 4

BC042954 6.64128E-06 CCAGGAA  v-ets erythroblastosis virus E26 oncogene homolog 2 (avian), mRNA (cDNA clone MGC:43964 4

BC045762 6.66325E-06 CTGGCCA  empty spiracles homolog 1 (Drosophila), mRNA (cDNA clone MGC:48662 IMAGE:5260039), comp 3

BC070109 6.69183E-06 CAGGA  chromosome 22 open reading frame 13, mRNA (cDNA clone MGC:87632 IMAGE:4838028), complet 13

BC000751 6.69589E-06 CTGGC  eukaryotic translation initiation factor 5A, mRNA (cDNA clone MGC:2453 IMAGE:2961296), 3

BC001832 6.69589E-06 CTGGC  eukaryotic translation initiation factor 5A, mRNA (cDNA clone MGC:4130 IMAGE:2961296), 3

BC080196 6.69589E-06 CTGGC  eukaryotic translation initiation factor 5A, mRNA (cDNA clone MGC:87833 IMAGE:6528111), 3

BC030160 6.69589E-06 CTGGC  eukaryotic translation initiation factor 5A, mRNA (cDNA clone MGC:29713 IMAGE:5022012), 3

BC085015 6.69589E-06 CTGGC  eukaryotic translation initiation factor 5A, mRNA (cDNA clone MGC:99547 IMAGE:6575132), 3

BC068197 6.69589E-06 CTGGC  phosphatidylinositol glycan, class L, mRNA (cDNA clone MGC:71885 IMAGE:6711166), comple 3

BC051303 6.708E-06 CGGGG  jun dimerization protein 2, mRNA (cDNA clone MGC:59894 IMAGE:4856853), complete cds 3

BC015337 6.77124E-06 CTGGG  potassium intermediate/small conductance calcium-activated channel, subfamily N, member 5

BC052201 6.81479E-06 GCTGGAC  cDNA clone MGC:51305 IMAGE:5295173, complete cds 4
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BC001017 6.83409E-06 CAGGAA  PDZ and LIM domain 3, mRNA (cDNA clone MGC:2005 IMAGE:3345880), complete cds 6

BC003044 6.8442E-06 TCGGGG  mitogen-activated protein kinase associated protein 1, mRNA (cDNA clone MGC:4372 IMAGE: 3

BC002326 6.8442E-06 TCGGGG  mitogen-activated protein kinase associated protein 1, transcript variant 2, mRNA (cDNA 3

BC047741 6.96772E-06 CCTGGG  spinster, mRNA (cDNA clone MGC:54108 IMAGE:5757339), complete cds 4

BC065566 6.97043E-06 CTGGG  elastin (supravalvular aortic stenosis, Williams-Beuren syndrome), mRNA (cDNA clone MGC 8

BC028348 7.00839E-06 CCTGGC  growth factor, augmenter of liver regeneration (ERV1 homolog, S. cerevisiae), mRNA (cDN 5

BC002429 7.00839E-06 CCTGGC  growth factor, augmenter of liver regeneration (ERV1 homolog, S. cerevisiae), mRNA (cDN 5

BC052210 7.01165E-06 CCAGGGC  leucine rich repeat containing 32, mRNA (cDNA clone MGC:41858 IMAGE:4825609), complete 5

BC070079 7.01165E-06 CCAGGGC  leucine rich repeat containing 32, mRNA (cDNA clone MGC:87399 IMAGE:30344529), complete 5

BC070082 7.04841E-06 CGGGCG  phosphoinositide-3-kinase, regulatory subunit 2 (p85 beta), mRNA (cDNA clone MGC:87406 3

BC090249 7.04841E-06 CGGGCG  phosphoinositide-3-kinase, regulatory subunit 2 (p85 beta), mRNA (cDNA clone MGC:99658 3

BC037278 7.05362E-06 CTGGAGC  hypothetical protein FLJ20255, mRNA (cDNA clone MGC:33006 IMAGE:4825529), complete cds 4

BC000412 7.0824E-06 CCGGGCC  protein predicted by clone 23882, mRNA (cDNA clone MGC:8611 IMAGE:2961290), complete cd 3

BC008956 7.0824E-06 CCGGGCC  protein predicted by clone 23882, mRNA (cDNA clone MGC:3854 IMAGE:2961290), complete cd 3

BC031227 7.1867E-06 CAGGC  hypothetical protein LOC126248, mRNA (cDNA clone MGC:39542 IMAGE:5270677), complete cds 6

BC000103 7.22749E-06 CCCGGCC  NCK adaptor protein 2, transcript variant 2, mRNA (cDNA clone MGC:1698 IMAGE:3505427), 3
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BC007195 7.22749E-06 CCCGGCC  NCK adaptor protein 2, mRNA (cDNA clone MGC:10780 IMAGE:3608149), complete cds 3

BC084545 7.23329E-06 CTGGC  hypothetical protein FLJ33008, mRNA (cDNA clone MGC:99501 IMAGE:4590701), complete cds 11

BC086312 7.25166E-06 GGCTGGG  fucosyltransferase 7 (alpha (1,3) fucosyltransferase), mRNA (cDNA clone MGC:99836 IMAGE 4

BC020998 7.29238E-06 CTGGTG  nicotinamide nucleotide adenylyltransferase 2, transcript variant 2, mRNA (cDNA clone M 4

BC007581 7.3061E-06 CTGGG  aldehyde dehydrogenase 4 family, member A1, transcript variant P5CDhL, mRNA (cDNA clone 11

BC023600 7.3061E-06 CTGGG  aldehyde dehydrogenase 4 family, member A1, transcript variant P5CDhL, mRNA (cDNA clone 11

BC008821 7.35078E-06 CAGGC  hypothetical protein MGC13138, mRNA (cDNA clone MGC:13138 IMAGE:4130947), complete cds 7

BC002378 7.42953E-06 CCTGGG  KIAA0652 gene product, mRNA (cDNA clone MGC:8596 IMAGE:2961127), complete cds 6

BC006191 7.42953E-06 CCTGGG  KIAA0652 gene product, mRNA (cDNA clone MGC:10421 IMAGE:3936851), complete cds 6

BC032448 7.45964E-06 CAGGG  transcription factor EB, mRNA (cDNA clone MGC:40490 IMAGE:5180066), complete cds 6

BC090867 7.47012E-06 GACAGGA  opposite strand transcription unit to STAG3, mRNA (cDNA clone MGC:102871 IMAGE:6179098) 3

BC014952 7.5273E-06 CGCTGGG  TH1-like (Drosophila), transcript variant 1, mRNA (cDNA clone MGC:22971 IMAGE:4860894), 3

BC011387 7.55178E-06 CAGGAGC  solute carrier family 29 (nucleoside transporters), member 2, mRNA (cDNA clone MGC:9150 4

BC028391 7.58607E-06 CTGGC  signal peptide peptidase-like 2B, mRNA (cDNA clone MGC:33336 IMAGE:4822524), complete c 9

BC063310 7.66755E-06 CAGGAG  pleckstrin homology domain containing, family H (with MyTH4 domain) member 2, mRNA (cDN 4

BC011783 7.68365E-06 GCCAGGC  RNA pseudouridylate synthase domain containing 1, mRNA (cDNA clone MGC:19600 IMAGE:3937 3
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BC080599 7.7623E-06 CCAGGTG  calcyphosine, transcript variant 1, mRNA (cDNA clone MGC:99565 IMAGE:4876766), complete 3

BC025703 7.81614E-06 CAGGG  CD3Z antigen, zeta polypeptide (TiT3 complex), transcript variant 1, mRNA (cDNA clone M 5

BC023582 7.82993E-06 CTGGAGG  prostate stem cell antigen, mRNA (cDNA clone MGC:22972 IMAGE:4840974), complete cds 3

BC065183 7.82993E-06 CTGGAGG  prostate stem cell antigen, mRNA (cDNA clone MGC:71224 IMAGE:5557096), complete cds 3

BC002865 7.89173E-06 GCAGGG  hypothetical protein MGC11242, mRNA (cDNA clone MGC:11242 IMAGE:3939938), complete cds 3

BC038596 7.97579E-06 CTGGC  chromodomain helicase DNA binding protein 4, mRNA (cDNA clone MGC:46187 IMAGE:5528023), 4

BC009881 8.08572E-06 CTGGC  retinol dehydrogenase 13 (all-trans and 9-cis), mRNA (cDNA clone MGC:16483 IMAGE:395611 5

BC062702 8.11432E-06 CGGGG  cortexin 1, mRNA (cDNA clone MGC:71984 IMAGE:4280819), complete cds 5

BC098407 8.17154E-06 CCAGGCT  RAB12, member RAS oncogene family, mRNA (cDNA clone MGC:104724 IMAGE:30520557), complet 5

BC071600 8.17154E-06 CCAGGCT  RAB12, member RAS oncogene family, mRNA (cDNA clone MGC:87544 IMAGE:30344707), complete 5

BC030536 8.2318E-06 CTGGG  CD99 antigen-like 2, mRNA (cDNA clone MGC:40250 IMAGE:5242536), complete cds 5

BC025729 8.2318E-06 CTGGG  CD99 antigen-like 2, mRNA (cDNA clone MGC:34116 IMAGE:5203087), complete cds 5

BC000349 8.25004E-06 CTGGGC  glucosidase, beta; acid (includes glucosylceramidase), mRNA (cDNA clone MGC:8614 IMAGE: 5

BC003356 8.25004E-06 CTGGGC  glucosidase, beta; acid (includes glucosylceramidase), mRNA (cDNA clone MGC:5191 IMAGE: 5

BC092482 8.25004E-06 CTGGGC  glucosidase, beta; acid (includes glucosylceramidase), mRNA (cDNA clone MGC:104662 IMAG 5

BC056151 8.27417E-06 CAGGACC  galactosamine (N-acetyl)-6-sulfate sulfatase (Morquio syndrome, mucopolysaccharidosis t 3
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BC050684 8.27417E-06 CAGGACC  galactosamine (N-acetyl)-6-sulfate sulfatase (Morquio syndrome, mucopolysaccharidosis t 3

BC064900 8.27643E-06 CCAGGC  chromobox homolog 6, mRNA (cDNA clone MGC:74950 IMAGE:6009294), complete cds 6

BC012111 8.27643E-06 CCAGGC  chromobox homolog 6, mRNA (cDNA clone MGC:20115 IMAGE:4554483), complete cds 6

BC014158 8.34941E-06 CTGGG  SHC (Src homology 2 domain containing) transforming protein 1, transcript variant 2, mR 8

BC033925 8.34941E-06 CTGGG  SHC (Src homology 2 domain containing) transforming protein 1, mRNA (cDNA clone MGC:391 8

BC003541 8.38087E-06 GCTGGC  docking protein 4, mRNA (cDNA clone MGC:10806 IMAGE:3611472), complete cds 5

BC001540 8.38087E-06 GCTGGC  docking protein 4, mRNA (cDNA clone MGC:962 IMAGE:2988350), complete cds 5

BC002937 8.44162E-06 CTGGCC  myofibrillogenesis regulator 1, mRNA (cDNA clone MGC:10635 IMAGE:3956630), complete cds 6

BC036457 8.55434E-06 CTGGCC  myofibrillogenesis regulator 1, transcript variant 1, mRNA (cDNA clone MGC:33461 IMAGE: 6

BC051773 8.59895E-06 CAGGTG  chromobox homolog 7, mRNA (cDNA clone MGC:54332 IMAGE:6196346), complete cds 7

BC057821 8.69676E-06 CAGGCA  chromosome 10 open reading frame 65, mRNA (cDNA clone MGC:71779 IMAGE:5263339), complet 4

BC045550 8.69676E-06 CAGGCA  chromosome 10 open reading frame 65, mRNA (cDNA clone MGC:57219 IMAGE:5274464), complet 4

BC011916 8.69676E-06 CAGGCA  chromosome 10 open reading frame 65, mRNA (cDNA clone MGC:20590 IMAGE:4310241), complet 4

BC021553 8.77246E-06 CAGGA  C1q and tumor necrosis factor related protein 1, transcript variant 2, mRNA (cDNA clone 5

BC008770 8.87721E-06 CAGGGC  G protein-coupled receptor 56, transcript variant 1, mRNA (cDNA clone MGC:1409 IMAGE:31 4

BC036373 8.87918E-06 CCGGGG  glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, spermatogenic, mRNA (cDNA clone MGC:26494 IMA 3
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BC032620 8.90841E-06 CTGGG  kelch-like 18 (Drosophila), mRNA (cDNA clone MGC:44941 IMAGE:5578173), complete cds 14

BC041009 8.92741E-06 CGGGG  chromosome 9 open reading frame 25, mRNA (cDNA clone MGC:44061 IMAGE:5284905), complete 3

BC099662 8.95329E-06 CCAGGCT  chemokine (C-C motif) ligand 16, mRNA (cDNA clone MGC:117051 IMAGE:40009719), complete 4

BC027998 9.00513E-06 CTGGAG  solute carrier family 25, member 34, mRNA (cDNA clone MGC:40185 IMAGE:5189944), complet 6

BC009289 9.01051E-06 CCAGGTC  acyl-CoA synthetase bubblegum family member 1, mRNA (cDNA clone MGC:14352 IMAGE:4298937 3

BC010628 9.02171E-06 CCAGGA  protein phosphatase 1, regulatory (inhibitor) subunit 12C, mRNA (cDNA clone MGC:16782 I 4

BC036067 9.0436E-06 GGCTGGG  chromosome 1 open reading frame 115, mRNA (cDNA clone MGC:33695 IMAGE:5274863), complet 4

BC080626 9.05305E-06 CAGGGC  hypothetical protein FLJ39378, mRNA (cDNA clone MGC:99793 IMAGE:6339887), complete cds 4

BC022276 9.07759E-06 CAGGAG  carboxypeptidase M, transcript variant 2, mRNA (cDNA clone MGC:22365 IMAGE:4768771), co 4

BC065816 9.11734E-06 CAGGGC  LIM and senescent cell antigen-like domains 2, mRNA (cDNA clone MGC:75000 IMAGE:6181259 3

BC009850 9.14488E-06 CGGGG  cell division cycle 34, mRNA (cDNA clone MGC:15417 IMAGE:3942735), complete cds 4

BC023979 9.14488E-06 CGGGG  cell division cycle 34, mRNA (cDNA clone MGC:22659 IMAGE:4103120), complete cds 4

BC070111 9.17882E-06 CCTGGT  similar to mouse meiosis defective 1 gene, mRNA (cDNA clone MGC:87644 IMAGE:5267058), c 4

BC013949 9.21163E-06 CCGGG  hypothetical protein BC013949, mRNA (cDNA clone MGC:2704 IMAGE:2820921), complete cds 3

BC040074 9.28071E-06 CGGGA  family with sequence similarity 20, member C, mRNA (cDNA clone MGC:47858 IMAGE:4942737) 5

BC041688 9.288E-06 CTGGG  GDNF family receptor alpha 2, mRNA (cDNA clone MGC:48679 IMAGE:5729102), complete cds 7
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BC012120 9.29147E-06 CCGGCC  nuclear factor I/C (CCAAT-binding transcription factor), transcript variant 1, mRNA (cD 3

BC050435 9.32591E-06 CAGGG  secreted frizzled-related protein 5, mRNA (cDNA clone MGC:54179 IMAGE:6189478), complet 5

BC060858 9.44991E-06 CTGGT  suppressor of cytokine signaling 3, mRNA (cDNA clone MGC:71791 IMAGE:30333577), complet 8

BC098586 9.52759E-06 GCGGGAG  pleckstrin homology-like domain, family B, member 1, mRNA (cDNA clone MGC:111531 IMAGE: 3

BC033942 9.55026E-06 CGGGG  similar to candidate mediator of the p53-dependent G2 arrest, mRNA (cDNA clone MGC:4389 4

BC033902 9.58303E-06 CAGGAG  calsyntenin 1, transcript variant 2, mRNA (cDNA clone MGC:33741 IMAGE:5263192), complet 4

BC041339 9.67415E-06 ACAGGC  hypothetical protein DKFZp761P1121, mRNA (cDNA clone MGC:41927 IMAGE:5284126), complete 5

BC033794 9.67495E-06 CAGGA  HD domain containing 3, mRNA (cDNA clone MGC:45386 IMAGE:5122164), complete cds 5

BC011934 9.82517E-06 CAGGG  sperm associated antigen 7, mRNA (cDNA clone MGC:20134 IMAGE:4330461), complete cds 3

BC021247 9.85907E-06 CAGGC  phosphatase and actin regulator 4, mRNA (cDNA clone MGC:20618 IMAGE:4577873), complete 6

BC004374 9.8796E-06 CAGGGC  ARP1 actin-related protein 1 homolog B, centractin beta (yeast), mRNA (cDNA clone MGC:1 5

BC010090 9.8796E-06 CAGGGC  ARP1 actin-related protein 1 homolog B, centractin beta (yeast), mRNA (cDNA clone MGC:1 5

BC006372 9.8796E-06 CAGGGC  ARP1 actin-related protein 1 homolog B, centractin beta (yeast), mRNA (cDNA clone MGC:1 5

BC014672 9.88677E-06 CCAGGC  mannosidase, beta A, lysosomal-like, transcript variant 2, mRNA (cDNA clone MGC:2506 IM 5

BC016822 9.88677E-06 CCAGGC  mannosidase, beta A, lysosomal-like, mRNA (cDNA clone MGC:24526 IMAGE:4102182), complet 5

BC064393 9.94473E-06 CCTGGC  folylpolyglutamate synthase, mRNA (cDNA clone MGC:70522 IMAGE:5750645), complete cds 4
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BC022541 9.96104E-06 CAGGG  neurexophilin 3, mRNA (cDNA clone MGC:26801 IMAGE:4794968), complete cds 7
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