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RESUMEN

El gen DMD contiene varios promotores, uno de ellos permite la expresion de la
distrofina Dp71. Esta distrofina tiene diferentes isoformas las cuales se han
clasificado en los siguientes grupos: Dp71d, Dp71f, D71e y Dp40. Dichos grupos se
diferencian, entre otras cosas, por su extremo carboxilo terminal, del cual no se
conoce su funcién. Considerando lo anterior, en este trabajo se planted determinar
el papel que juega el extremo carboxilo terminal de los diferentes grupos de las
isoformas de la distrofina Dp71, en su localizacién celular. Para alcanzar dicho
objetivo se realizaron diversas construcciones con las secuencias de la Dp40 vy los
extremos carboxilo terminal de éstas proteinas en un vector de expresiéon que se
utilizé para transfectar a células PC12. Estas construcciones permitirian analizar la
participaciéon de los diferentes extremos carboxilo terminal en la localizacion
subcelular de la Dp71. En este estudio se utilizé a la distrofina Dp40, que es la
isoforma mds pequeiia que expresa el promotor de la Dp71 y la cual tiene una
localizacion citoplasmica predominante, asi como una Dp40 con dos mutaciones
(Dp40L93-170P), que presenta una localizaciéon nuclear. A dichas proteinas se les
afadieron los diferentes extremos carboxilo terminal para averiguar si estos
dominios participan en la localizacién subcelular bajo diferentes condiciones. En este
trabajo se encontré que el extremo carboxilo del grupo d confirié una localizacidn
nuclear a la proteina Dp40. Adicionalmente se demostrd que el extremo carboxilo
del grupo f le confiere una localizacién citoplasmatica a la proteina Dp40L93-170P,
no asi una senal de exporte nuclear putativa (MADDLGRAMESL) que se encuentra en
el extremo carboxilo terminal del grupo f, la cual, por si sola, no es capaz de
modificar la localizacion subcelular de la doble mutante. Por otro lado Juntos, estos
resultados nos sugieren la participacion de varios factores en la distribucién celular
de las isoformas de Dp71.



ABSTRACT

The DMD gene contains several promoters, one of them expresses the dystrophin
Dp71. Different isoforms are expressed from this promotor by alternative splicing
which have been classified into the following groups: Dp71d, Dp71f, D71e and Dp40.
These groups differ by its carboxy terminus, which function is unknown, therefore
the aim of this work was to determine the role of the carboxy terminal end groups
of the different Dp71 dystrophin isoforms in their cellular localization. To achieve
this objective various constructs with Dp40 sequences and the different carboxy
terminal ends were cloned in an expression vector used to transfect PC12 cells. The
recombinant vectors will allow to analyze the participation of different carboxy
terminal ends on the subcellular localization of Dp71. For this study we used the
DP40 dystrophin, which is the smallest isoform expressed in PC12 cells and it has a
predominant cytoplasmic localization, as well as a Dp40 variants with two mutations
(Dp40L93-170P), which have a nuclear localization. The carboxy terminal ends were
added to the proteins to analyze its role in the subcellular localization under
different conditions. The results obtained show that the carboxy terminal end “d”
conferred nuclear localization to the protein DP40. Additionally the carboxy terminal
end “f” confers a cytoplasmic localization to Dp40L93-170P protein, it was not
observed the same phenomena with a putative nuclear export signal
(MADDLGRAMESL) located at the carboxyl terminal end of the group f, which, by
itself, is unable to change the subcellular localization of the double mutant.
Together, these results suggest the involvement of various factors on the cellular
distribution of Dp71 isoforms.



INTRODUCCION

Generalidades

La distrofia muscular de Duchenne (DMD) es una enfermedad recesiva ligada al
cromosoma X; esta enfermedad se caracteriza por un desgaste muscular progresivo
y afecta alrededor de ~1 en 3,500 hombres nacidos (Emery, 1993). Este desorden
genético no presenta ninguna manifestacion clinica al nacer, aunque los niveles de
suero de la isoforma muscular de la creatin-cinasa estdn elevados, no es sino hasta
la edad de 2 a 5 afios, cuando la debilidad de los musculos proximales se comienza a
observar (Jennekens et al., 1991). El retraso para empezar a caminar, mantenerse de
pie y la dificultad para correr sugieren distrofia muscular de Duchenne.
Eventualmente, cuando la disminucion de la fuerza en las extremidades comienza,
los pacientes tienen la necesidad de usar una silla de ruedas, antes de los 12 afios
(Emery, 1993) y mueren en la adolescencia o a inicios de los 20 afios, usualmente
debido a una falla respiratoria. Existe una enfermedad mds leve, la distrofia
muscular de Becker (BMD)(Becker and Kiener, 1955), que tiene un inicio mas tardio
y una sobrevivencia mucho mas larga. Ambos desdérdenes son causados por
mutaciones en el gen DMD que codifica una proteina del citoesqueleto de 427-kDa
llamada distrofina. La gran mayoria de las mutaciones del gen DMD dan lugar a la
ausencia completa de la distrofina, mientras que la presencia de bajos niveles de

una proteina truncada se presenta en pacientes con BMD.

El musculo esquelético normal consiste en fibras musculares que estdn espaciadas
uniformemente, angulares y de un tamafo relativamente uniforme. El musculo,
siendo un sincitio estd multinucleado con los nucleos localizados en la periferia de la
fibra. El musculo fetal con DMD es histolégicamente normal excepto por algunas
fibras eosinofilicas hipercontracturadas (Emery, 1977). En todas las biopsias
postnatales de individuos con DMD se observan fibras musculares necrdticas o en

degeneracion aun antes de que la debilidad muscular se observe clinicamente. Las



fibras en degeneracién se observan normalmente en grupos; ademas, hay estudios
que muestran que este proceso esta confinado de manera recurrente a segmentos
de la fibra muscular (Schmalbruch, 1984). Otro signo secundario de las fibras
musculares en necrosis es la regeneracion activa del musculo para reemplazar o
reparar la pérdida o dafio de las fibras (Schmalbruch, 1984). Eventualmente, la
capacidad regenerativa de los musculos se va perdiendo y las fibras musculares son
reemplazadas de manera gradual por tejido adiposo y conectivo fibroso, dando lugar
a la pseudohipertrofia, seguida por atrofia (Emery, 1993)

El musculo deficiente en distrofina se caracteriza por una permeabilidad
incrementada a macromoléculas que fluyen dentro y fuera de la célula y que es
agravada con el estrés mecdnico (McNeil and Khakee, 1992). Probablemente hay
déficits estructurales y funcionales en el esqueleto sarcolemal que podrian dejar a la

membrana vulnerable al dafio mecanico.

La homeostasis de calcio es critica en muchos aspectos de la funcion muscular
(Berchtold et al., 2000), por tanto se hipotetizd que la concentracion de calcio
intracelular estd elevada en los musculos deficientes en distrofina y que esto es una
causa importante del proceso patofisiolégico que da lugar a la muerte celular
(Duncan, 1978). Ademads, hay informacidon que indica que las proteasas y en
particular las calpainas pueden tener un papel importante en la patofiosiologia de la
deficiencia de distrofina. Una hipdtesis alterna establecid que las rupturas
transitorias de la membrana permiten un influjo de calcio. Esto entonces, causa una
activacion local de las proteasas las cuales modifican los canales de calcio para dar

lugar a mas influjo de calcio (Alderton and Steinhardt, 2000)

DISTROFINA: GEN Y PROTEINA
El gen DMD fue localizado en el brazo corto del cromosoma X en la banda Xp21

(Kunkel et al., 1986) por estudios de ligamiento y analisis de clonacién posicional en

pacientes femeninos con DMD (Boyd and Buckle, 1986). El gen de DMD es el mas



largo descrito hasta la fecha, abarca alrededor de 2.5 Mb de la secuencia genémica y
corresponde el 1.5% del cromosoma Xy 0.1% de todo el genoma humano (Tadayoni
et al., 2012). Este gen estd compuesto de 79 exones que codifican para una proteina
del citoesqueleto de 427-kDa con 3685 residuos (Koenig et al., 1987). El mRNA tiene
una longitud de 14-Kb y se expresa principalmente en el musculo esquelético y

cardiaco con niveles bajos en el cerebro (Koenig et al., 1987).

PROMOTORES DE LA DISTROFINA
El gel de la distrofina codifica para 7 proteinas diferentes. La expresién del transcrito

de longitud completa esta controlada por tres promotores regulados de manera
independiente que se encuentran en la region 5 del gen. Cada mensajero codifica
para una proteina de 427-kDa que sdlo difieren en sus secuencias amino terminal
(Blake et al., 2002). Los promotores del cerebro (B), musculo (M) y Purkinje (P)
contienen un primer exén Unico con un sitio de corte y empalme comun (Boyce et
al., 1991; Chelly et al., 1990; Gorecki et al., 1992; Klamut et al., 1990). El promotor B
dirige la expresidn en las neuronas corticales e hipocampales del cerebro (Chelly et
al., 1990), mientras que el promotor P es expresado en las células de Purkinje
cerebelares ademas del musculo esquelético (Holder et al., 1996). El promotor M da
lugar a la expresion en el musculo esquelético y los cardiomiocitos ademas de
encontrarse en bajos niveles en algunas células gliales en el cerebro (Figura 1 (Chelly
et al., 1990)).

Promotores internos dentro del gen DMD asi como el procesamiento alternativo del
RNA mensajero dan lugar a multiples isoformas de la distrofina truncadas en su N-
terminal y asi como a variaciones en la regién carboxilo terminal (Jin et al., 2007).
Estos promotores son el retinal (R), el de “brain-3” (B3) (Dp140), el de las células de
Schwann (S) y el general (G) que se expresa de manera ubicua (a excepcion del
musculo esquelético). Cada uno de estos promotores utiliza un primer exén Unico
gue se une en los exones 30, 44, 56 y 63 respectivamente, para generar productos

proteicos de 260 kDa (promotor renital- R) (Dp260) (Disatnik et al., 1998), 140 kDa
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(Dp140) (promotor “brain-3”) (Lidov et al., 1995), 116 kDa (Dp 116) (promotor
células Shwann-S) (Byers et al., 1993) y de 71 kDa (Dp71) (promotor General- G)
(Blake et al., 1992). A partir del promotor de Dp71 se transcribe otra distrofina, la
proteina Dp40, la cual carece de los exones 71 al 79 (Tinsley et al., 1993). Dp71 se
expresa en la mayoria de los tejidos no musculares, los cuales incluyen cerebro,
higado, rifidn y pulmén (Blake et al., 1992; Howard et al., 1998; Sarig et al., 1999),
mientras que las proteinas restantes se expresan en el sistema nervioso central y
periférico (Byers et al., 1993). Estas proteinas, a excepcion de la isoforma Dp40
contienen en su C- terminal los sitios de unidén necesarios para algunas de las

proteinas asociadas a distrofina.

MUTACIONES EN EL GEN DE LA DMD
Las mutaciones que causan la DMD generalmente dan lugar a la ausencia o a niveles

muy reducidos de la distrofina mientras que los pacientes que padecen BMD
generalmente producen una proteina parcialmente funcional (Amalfitano et al;
1997). Aproximadamente el 65% de los pacientes con DMD y BMD tienen grandes
“deleciones” del gen DMD (Koenig et al., 1989), la gran mayoria de estas deleciones
se localizan alrededor de dos regiones “hot spots” (Koenig et al., 1989). Es posible,
sin embargo, que la estructura de la cromatina en Xp21 influya en la generacion de
las deleciones o recombinacién en estos “hot-spots”. La regidén | en la que ocurren
las deleciones abarca los exones 45-53 (Beggs et al., 1990) y elimina parte del
dominio varilla, mientras que la regién de delecion Il abarca los exones 2-20 vy
remueve algunos o todos los sitios de unidn a actina y parte del dominio varilla
(Liechti-Gallati et al., 1989). Un tercio de los casos de DMD son causados por una
muy pequefia cantidad de deleciones y mutaciones puntuales, la mayoria de las
cuales introducen codones de paro prematuros (Roberts et al., 1994). Algunas
mutaciones tales como la sustitucién de un residuo conservado con una tirosina en
la posicidon 3340 dan lugar a niveles reducidos, pero aun detectables, de distrofina.

De manera interesante, el dominio rico en cisteina nunca se elimina en pacientes
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con BMD, lo que sugiere que este dominio es critico para la funcién de la distrofina

(Rafael et al., 1996).

LA PROTEINA DISTROFINA
La distrofina es una proteina del citoesqueleto de 427-kDa, es un miembro de la

familia de proteinas B-spectrina/a-actinina (Koenig et al., 1988). La distrofina se
organiza en cuatro regiones de acuerdo a las homologias de secuencia y a las
capacidades de unién a otras proteinas (figura 1); el dominio de unién a actina
localizado en el extremo NH2 terminal, el dominio varilla central, el dominio rico en
cisteina y el dominio C- terminal (Rybakova et al., 1996). El dominio amino terminal
contiene un par de modulos de union a filamentos de actina los cuales poseen
homologia con calponina, dichos mddulos son dos plegamientos globulares alfa-
hélice (Norwood et al., 2000). El dominio varilla estd compuesto de 24 unidades de
repetidos que son similares a los repetidos de triple hélice de la espectrina (Koenig
and Kunkel, 1990), al final de los 24 repetidos se encuentra la cuarta regidon de
bisagra, seguida por el dominio WW el cual se une a sustratos ricos en prolina
(Macias et al., 1996). El dominio WW separa el dominio varilla del dominio rico en
cisteina y del C- terminal. Aunque no ha sido descrito un ligando en especifico para
el dominio WW de la distrofina, esta region media la interaccion entre el B-
distroglicano y la distrofina ya que el dominio citoplasmatico del B-distroglicano es
rico en prolina (Rosa et al., 1996). El dominio rico en cisteina contiene dos motifs EF-
hand (Koenig et al., 1988), el dominio ZZ y un numero de residuos de cisteina
conservados que forman los sitios de coordinacidn para los metales divalentes tales
como Zn2+ (Ponting et al., 1996). El dominio ZZ de la distrofina se une a calmodulina
en una manera dependiente de Ca 2+ (Anderson et al., 1996). La regién C- terminal
de la distrofina contiene dos polipéptidos estrechos que pueden formar un “coiled
coils” hélice alfa similar a aquellos del dominio varilla (Blake et al., 1995). Este

domino se denomina el dominio CC (Coiled coil). La regiéon CC de la distrofina forma
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el sitio de unién para la distrobrevina y puede modular la interaccidon entre la

sintrofina y otras proteinas asociadas a distrofina (Blake et al., 1995)

Dp427(B)
Dp427(M}
Dp42?{P} Dp260 (R) Dp140 (B3) Dp116 (S) Dp71 (G)
1 1 1 1
exon 30 44 [ 56 63

0 1000 1500 ZDDD 250'I'.Ikh

EERRRRERREEEE BERES W EFEFZZ aH LH LH

ML ERS R BEOES

Dp260: Expresion en retina

Dp116: Expresion en sistema nervioso periférico o 4 w8
Dp71: Expresion ubicua con abundancia en cerebro l_
Dp40: Expresién ubicua, caracterizacioén a nivel nRNA |_

Figura 1 Esquema que muestra la organizacion del gen DMD y su relacién con otras
proteinas. El gen de la distrofina tiene un tamafio de 2500 kb. La proteina de
tamafio completo es transcrita a partir de 3 promotores localizados en la region 5’
del gen. A su vez posee otros 4 promotores internos que codifican para versiones de
la proteina trucadas en su regién N-terminal, con respecto a la de tamafio completo.
Los tres productos de tamaio completo son designados como Dp427 (B), Dp427 (M)
y Dp427 (P) para representar en qué tejido se expresan: B es cerebro, M musculoy P
en células cerebelares de Purkinje. Las isoformas mas pequefias se localizan en
promotores que se expresan en Retina (R), cerebro (B3), células de Schwann (S) o de
manera ubicua (G). Los dominios que se aprecian son el dominio de unién a actina,
dominio varilla, dominio rico en cisteina que abarca las regiones EF y ZZ, por ultimo,
el dominio C-terminal (Derek J. Blake et al. 2012)



COMPLEJO DE PROTEINAS ASOCIADO A DISTROFINA
La distrofina esta ligada al sarcolema del musculo normal por un complejo proteico

compuesto por al menos 10 proteinas diferentes. La distrofina en contraste con la
espectrina, es monomérica (Rybakova and Ervasti, 1997). Este complejo abarca la
membrana y liga el citoesqueleto de actina a la lamina basal muscular, entonces, el
complejo de proteinas asociado a distrofina (DPC) se puede considerar como un
andamio que conecta el interior de una fibra muscular con la exterior.
Yoshida y col. (Yoshida et al., 1994) mostraron que el DPC puede ser disociado en
tres complejos distintos:

1) El complejo distroglicano

2) El complejo sarcoglicano-sarcospan

3) El complejo citoplasmatico que contiene a la distrofina.

Laminin 2

Extracellular matrix | ‘

SO compt
mnid

Dystrophin

Dystroglycan
complex

Cytoplasmic
complex

Actin

Fig 2. Complejo proteico asociado a distrofina (DAPC) en musculo esquelético. La
distrofina se une al citoesqueleto de actina en su regiéon N-terminal. En la regiéon C-
terminal la distrofina se asocia con diferentes proteinas de membrana que pueden
clasificarse en el subcomplejo distroglicano, el subcomplejo sarcoglicano-sarcospan
y el subcomplejo citoplasmatico (Derek J. Blake. 2002)
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COMPLE]JO DISTROGLICANO
El gen del distroglicano produce una proteina precursora que es procesada por una

proteasa para dar lugar a ay B distroglicanos. En el musculo, el a distroglicano tiene
una masa molecular de 156 kDa mientras que el B-distroglicano es de 43 kDa
(Smalheiser and Kim, 1995). El pB-distroglicano tiene un solo dominio
transmembranal y estd insertado dentro de la membrana plasmatica del musculo
con el C- terminal en el lado citoplasmatico, este extremo C- terminal contiene
algunos residuos de prolina que son requeridos para la unién del distroglicano a la
distrofina (Jung et al., 1995). Los ultimos 15 aminoacidos del B-distroglicano parecen
unirse directamente a la regién rica en cisteina de la distrofina. Esta regién del B-
distroglicano es rica en prolina y contiene un sitio para la fosforilacion de tirosina
(James et al., 2000). La estructura de la distrofina que se une a distroglicano muestra
qgue el distroglicano forma contactos con los dominios WW y EF hands de la

distrofina.

COMPLE]JO SARCOGLICANO
En el musculo esquelético y cardiaco, el complejo sarcoglicano estd compuesto por 4

glicoproteinas transmembranales; a, B, gama y delta sarcoglicano, y un miembro de
la familia tetraspan de proteinas llamada sarcospan (Crosbie et al., 1997). La
distribucién de a-sarcoglicano parece estar restringida al musculo esquelético y
cardiaco, mientras que B, 6 y Y sacroglicano son expresadas sobre todo en el
musculo liso (Barresi et al., 2000; Roberds et al., 1993; Straub et al., 1999). Muchos
estudios sobre la funcién del sarcoglicano sugieren que pueden tener un papel en la

transduccion de senales intracelulares.

SINTROFINAS
La familia de sintrofinas esta compuesta por cinco miembros: a-sintrofina, Bl y p2-

sintrofina y Y1 y Y2-sintrofina (Adams et al., 1993; Ahn et al., 1996; Ahn et al., 1994;

Piluso et al.,, 2000). Las sintrofinas se distribuyen de manera diferencial en el
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musculo, se unen directamente a la distrofina y a la distrobrevina en el “coiled coi
de ambas proteinas (Blake et al., 2002). Se sugiere que las sintrofinas estan
involucradas en un gran numero de funciones celulares y pueden ser consideradas
proteinas adaptadoras que unen a las proteina asociadas a membrana a los
complejos DPC o a los complejos parecidos DPC en tejido no muscular (Blake et al.,
2002). Recientemente, se ha mostrado que hay dos sitios de unidn a sintrofina en el
extremo C- de la distrofina y adicionalmente dos sitios en alfa-distrobrevina (Newey

et al., 2000). Por tanto, cuatro moléculas de sintrofina pueden ser ancladas al DPC

en el musculo.

DP71
La proteinaDp71 se expresa en una amplia variedad de tejidos no-musculares siendo

el producto del gen de la DMD que se expresa en niveles mas altos en el sistema
nervioso (Blake et al.,, 1992; Hugnot et al., 1992). Dp71 se expresa en las células
embrionarias pluriportentes, siendo el primer producto del gen detectable durante
el desarrollo (Rapaport et al., 1992). La falta de esta proteina ha sido involucrada
con al menos dos padecimientos clinicos de la DMD; retraso mental y mal
funcionamiento de la retina (Dalloz et al., 2003; Moizard et al., 1998).

La proteina Dp71 carece del dominio N terminal de unidn a actina y de la regién de
los repetidos parecidos a espectrina encontradas en la distrofina de longitud
completa, sin embargo contiene los dominios C- terminal y el dominio rico en
cisteina que es comun para todas las proteinas codificadas por el gen de la DMD,
flanqueda por una regién N terminal Unica de siete aminoacidos y por secuencias C-
terminal. EI N terminal Unico posee un “motif” de unién a actina compuesto de seis
aminodcidos (Howard et al., 1998) (figura 1).

Feener y colaboradores (Feener et al., 1989) describieron por primera vez que el
transcrito de distrofina puede sufrir diferentes procesamientos alternativos en su
extremo 3’ para crear numerosas isoformas proteicas que difieren una de la otra en

sus dominios carboxilos. Ademads, encontraron que el patron de transcritos con
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procesamientos alternativos es caracteristico tanto del tejido como de la etapa del

desarrollo (Bies et al., 1992).

Kramarcy y colaboradores (Kramarcy et al.,, 1994) revelaron la existencia de dos
subpoblaciones de Dp71 que contienen tanto el C terminal hidrofilico de 17
aminoacidos o el hidrofébico de 31 aa. Ademas, se reveld la existencia de variantes
generadas por procesamiento alternativo con la presencia o ausencia de los exones
71 y/o exdn 78 en el transcrito (Austin et al., 2000).

Las isoformas de Dp71 se pueden clasificar en 3 subgrupos dependiendo de qué
procesamiento alternativo hayan sufrido. El primer subgrupo es el de las Dp71d, el
cual contiene a Dp71 que comparte el extremo carboxilo con la distrofina de
tamaiio completo, Dp71a (que carece del exdn 71) y a Dp71c (carece los exones 71
al 74). El segundo subgrupo corresponde a Dp71f, el cual contiene a las variantes
Dp71b (sélo carece del exén 78), Dp71ab (carece del exén 71 y 78), y Dp71A110
(carece exones 71-74 y 78). El ultimo subgrupo es el de las Dp71e que incluye a
Dp71e (carece del exdn 71) y Dp71ec (carece del exdn 71-74) las cuales se generan
mediante un evento de procesamiento alternativo en el cual se incorporan 34 pares
de bases del intron 77, generando un nuevo C-terminal con 10 aminoacidos de

cardcter hidrofilico (Figura 3)
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wWwW EF1/EF2 7z CC1/CC2
1,63 64 65 66 67 68 69 70 71 72 73 74,75 ,76 77,78 Dp71
DU W1 63 64 65 66 67 68 69 70 7273 7 75,76 77 78 Dp71a
M1 63 64 65 66 67 68 69 70 75 76 77 78 Dp71c
1 63 64 65 66 67 68 69 70 T1 T2 .73.74.75 .76 77 Dp71b
Oy B Bl 1 63 64 65 66 67 68 69 70 72 73,74, 75,75, 77 Dp71ab
WM 6 64 65 66 67,68 60 70 75,76, 77 Dp714110
[ @ 63 64 65 66 67 68 69 70 72 )73 )\ 74|75 0176 ) | 77 - Dp71e
Dp71e 1 63 64 65 66 67 68 69 70 759 7260 77 - Dp7lec
L
1 63 64 65 66 67 68 69 70 Dp40

E77

Dp71d SRG RNAPGKPMRE DTM

Dp71f SRG HNVGSLFHMADDLGRAMESLVSVMIDEEGAE

CIVIPSN SR DLSASSSLYY

Figura 3. Proteina Dp71 y las isoformas que se generan por procesamiento
alternativo. La primera parte de la imagen corresponde a una representacién
esquematica de la proteina Dp71 y sus diferentes variantes generadas por
procesamiento alternativo, las cuales se clasifican en diferentes grupos dependiendo
de su extremo carboxilo terminal: el grupo Dp71d conserva el exén 78, lo cual no
conlleva un cambio en el marco de lectura, por tanto, posee un C-terminal de 13
aminodacidos de caracter hidrofilico; el grupo Dp71f carece del exén 78 y a diferencia
de la variante anterior, ésta si provoca un cambio en el marco de lectura, dando
lugar a 31 aminodcidos nuevos de cardcter hidrofébico y Dp71e retiene 10
aminoacidos en el intron 77 lo cual genera un extremo carboxilo terminal de
caracter hidrofilico. Por ultimo, se encuentra la proteina Dp40, la cual se considera
isoforma ya que comparte el mismo promotor con Dp71, abarca de los exones 63 al
70 y carece de extremo carboxilo. En la segunda parte de la imagen se presentan los
aminodcidos que conforman los diferentes extremos carboxilo terminal de cada

grupo.
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EXPRESION DE DP71
La expresion de Dp71 es ubicua con la excepcion del musculo esquelético. Sus

niveles no sélo varian entre los diferentes tejidos y tipos celulares sino también
durante la diferenciacion. Los niveles de mRNA y proteina incrementan durante la
diferenciacién inducida por cAMP de astrocitos de cerebro de rata (Imamura and
Ozawa, 1998) y la diferenciacion de las células PC12 inducida por NGF (nerve growth
factor) (Marquez et al., 2003).

El promotor de Dp71 se localiza en el intron que se encuentra entre los exones 62 y
63 del gen de la DMD (Lederfein et al., 1992), el cual se expresa en una amplia
variedad de tejidos; la proteina estd presente en cerebro, retina, pulmén, higado,
testiculos, rinones y musculo liso y en bajos niveles en el musculo esquelético fetal y
cardiaco (Lederfein et al., 1992). Ademas, Blake y colaboradores (Blake et al., 1999)
demostraron por primera vez que la Dp71 es capaz de formar complejos parecidos a
DAPC en cerebro. Reportes recientes han mostrado la asociacion de Dp71 con
proteinas del DAPC tales como B-distroglicano (Rosa et al., 1996), distrobrevina
(Blake et al., 1999) y sintrofina (Kramarcy et al., 1994), sin embargo, Dp71 no puede
sustituir de manera funcional a la distrofina de tamafio completo.

Los complejos tipo DAPC que contienen a la proteina Dp71 han sido identificados en
diferentes lineas celulares, incluyendo las PC12 y las células C2C12 (Gonzalez-
Ramirez et al., 2008). En las células PC12, Dp71 interactua con B-distroglicano, B1-

sintrofina, B-distrobrevina, y a-, B-, y Y-sarcoglicano (Romo-Yanez et al., 2007)

LA LOCALIZACION NUCLEAR DE DP71 Y LOS COMPONENTES DE DAPC
Alemdn y colaboradores (Aleman et al., 2001) encontraron que Dp71d y Dp71f estan

presentes en extractos nucleares obtenidos de neuronas hipocampales. También se
demostrd que el procesamiento alternativo determina la localizacién subcelular de
las isoformas de Dp71 (Gonzalez et al., 2000). La isoforma de la Dp71 que carece de
los aminoacidos codificados por los exones 71 y 78 se localiza exclusivamente en el

citoplasma, mientras que las variantes de la Dp71 que contienen los aminoacidos
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codificados por el exdn 71 y/o 78 exhiben una localizacion predominantemente
nuclear (Gonzalez et al., 2000). Ensayos en células PC12 demostraron que Dp71d
exhibe localizacién nuclear, mientras que la Dp71f se localiza de manera exclusiva en
el citoplasma (Marquez et al., 2003).

Dp71 coincide en el nucleo con los sarcoglicanos, B-distroglicano, sintrofinas, y
distrobrevinas, y todos estos estdan ensamblados dentro de un DAPC nuclear en las
lineas celulares de Hela, C2C12 y PC12 (Villarreal-Silva et al., 2010).

Es posible que Dp71 entre al nucleo a través de su asociacion con otras proteinas
qgue facilitan su acceso a la maquinaria de transporte soluble, tal como se ha
reportado para un gran numero de proteinas nucleares (Kaffman and O'Shea, 1999).
Aunque la proteina Dp71 carece de una sefial de localizacion nuclear candnica (NLS),
su fosforilacién por la cinasa Il dependiente de calmodulina Ca2+ parece facilitar su

transporte nuclear (Calderilla-Barbosa et al., 2006)

El importe de proteinas al nucleo tiene diferentes niveles de regulacién, uno de los
cuales es la fosforilacién de proteinas. La fosforilacién puede inducir la translocacién
nuclear por la liberacion de la carga de su ancla citoplasmatica o promoviendo la
asociacién con el receptor importina (Kaffman and O'Shea, 1999). La fosforilacién
protéica puede ademads inhibir el importe nuclear induciendo un cambio
intramolecular que enmascara la secuencia NLS o disminuyendo la afinidad de la
carga por su receptor de importina (Kaffman and O'Shea, 1999).

En este respecto, se ha mostrado que la distrofina es fosforilada en los residuos de
serina y treonina por cinasas enddgenas (Milner et al., 1993; Walsh et al., 1995)
aunque los sitios exactos no se han localizado aun. El andlisis de la secuencia de la
Dp71 reveld dos sitios de fosforilacion potenciales en la regién C-terminal, el
primero localizado en el exén 78 y el segundo en el exdn 79 (Milner et al., 1993;
Walsh et al., 1995)

Recientemente, una NLS funcional en la cola citoplasmatica del B-distroglicano fue

identificado (Lara-Chacon et al., 2010), lo cual hace posible proponer que la Dp71
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gana acceso al nucleo a través de su asociacion con el B-distroglicano (Tadayoni et
al., 2012). Sin embargo, se ha determinado que el dominio ZZ que comprende dos
motifs de dedos de zinc media el importe nuclear de Dp71d y que éste es
dependiente de las importinas IMPa2/B1, también que el exporte nuclear depende

de la exportina CRM1 (Suarez-Sanchez et al., 2014)

DP40
Aunque el cerebro es el érgano que muestra mayor abundancia en la expresion de

distrofina, después del musculo (Lederfein et al., 1992), las funciones que juega la
distrofina en el cerebro permanecen sin elucidar. Tinsley y colaboradores (Tinsley et
al., 1993) aislaron una clona de cDNA cuyas secuencias 5 y 3’ eran Unicas en
comparacion con el gen de la distrofina, a esta isoforma le dieron el nombre de Apo-
dystrophin-3 (Dp40), la cual codificaba para una proteina de 340 aminodcidos vy
posee un peso molecular de 40 kDa. Este producto génico pequeiio es codificado
por un mensajero de 2.2 kb transcrito a partir del promotor de la proteina Dp71,
localizado en el intrén 62. La regién 5’-UTR y la secuencia de los primeros siete
aminodacidos son idénticos a aquellos codificados por la Dp71, pero la region 3’-UTR
se deriva de la secuencia del intrén 70. Entonces el mensajero de la proteina Dp40
esta formado por los exones 63 al 70 del gen de DMD vy éste codifica para una
proteina de 340 aminodcidos con un peso molecular correspondiente de 40kDa
(Tinsley et al., 1993). La proteina Dp40 carece del extremo C-terminal normal de la
Dp427 (aminoacidos 3409-3685), por tanto, la proteina Dp40 es la isoforma mas
pequefia de la distrofina (Tinsley et al., 1993). La regién 3’ terminal presente en el
mensajero de esta la distrofina no corresponde al exdn 79 como en la distrofina de
tamafio completo sino que posee un sitio alternativo de poliA en el intrén 70 del gen
que codifica para la distrofina, la traduccidn de esta regién genera un coddn de paro
y da lugar a la proteina Apo distrofina 3 o Dp40.

Tozawa et al (2012) obtuvieron un anticuerpo policlonal contra la secuencia N

terminal comun para las isoformas cortas de la distrofina, incluyendo Dp40, e
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investigaron el patréon de expresion de Dp40 en el cerebro de ratén. Los autores
encontraron que Dp40 se expresa de manera abundante en las vesiculas sinapticas e
interactda con un grupo de proteinas presinapticas, incluyendo a la syntaxin 12 y
SNAP25 (Tozawa et al., 2012). Debido a que Dp40 posee el mismo promotor que la
Dp71, la expresion de la Dp40 podria estar afectada en pacientes con DMD con
mutaciones localizadas en el gen Dp71. Se ha reportado que la mayoria de los
pacientes con DMD con retraso mental severo tienen mutaciones en el exén 63-69

el cual influencia la expresion tanto de Dp71 como de Dp40 (Daoud et al., 2009).

La proteina Dp40 es una isoforma particular de la distrofina Dp71 la cual carece del
extremo carboxilo, es decir, los aminoacidos 3409 al 3685 en comparacion con la
distrofina de tamafio completo (Dp427). Los siete aminodacidos del N-terminal estan
fusionados a los dominios ricos en cisteina y a los primeros 48 aminoacidos del
dominio carboxilo terminal de la distrofina, lo que significa que la proteina Dp40
contiene el dominio para la interaccion de B-distroglicano. Aunque la distribucion de
la proteina Dp40 en tejidos es similar a la de Dp71, Dp40 se expresa durante el
desarrollo temprano; su expresién fue detectada en todos los tejidos fetales de
humano y ratén (ej. musculo, pulmdn, higado, cerebro) en linea celular de
Schwannoma de rata, en musculo de adulto y en células troncales de ratén (Tinsley
et al., 1993). Ademas, se ha estudiado la expresion y distribucidn celular de la Dp40
en células PC12 y se ha encontrado que el mRNA se expresa en células no
diferenciadas y diferenciadas en presencia de NGF (Aragon et al., 2015).
Adicionalmente se ha visto que la sobreexpresion de la proteina Dp40 silvestre en
las células PC12 estimula la diferenciacion inducida con NGF y ésta proteina se
localiza principalmente en la periferia/citoplasma de las células PC12 diferenciadas y
sin diferenciar con NGF. Ademas se encontré que Dp40 colocaliza con proteinas que
componen y transportan vesiculas tipo sindpticas tales como sinaptobrevina, GLUT3,
dineina y kinesina, lo cual sugiere que pudiera ser importante para algunas
funciones sinapticas (Brenda Gonzales, 2013). Por otra parte existen mutantes de

Dp40 que presentan cambios puntuales en los exones 65 y 67, que corresponden a
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los motivos EF hand 1 y 2 respectivamente, los cuales hacen que las proteinas
tengan una localizacidon nuclear. En este trabajo se determind que la localizaciéon
nuclear de las proteinas Dp40L93P y Dp40L170P se encuentra condicionada por los
residuos de prolina ubicados en la posicion 93 y 170 (Aragon et al; 2014 enviado a

publicacidn)

CELULAS PC12
Ya que Dp71 ha sido relacionada con la disfunciéon cognitiva presente en una

fraccién de los pacientes con DMD, las células PC12 fueron escogidas como un
modelo in vitro para el estudio de la funcidn neuronal potencial de Dp71.

Las células PC12 corresponden a una linea celular originada a partir de un
feocromocitoma adrenal de rata. Una de las caracteristicas principales de esta linea
es que, a la primera semana de ser expuesta a NGF (Nerve growth factor), las células
detienen su proliferacion y comienza a observarse un proceso de generacion de
neuritas comparable con aquél observado en neuronas simpdticas en cultivo celular
primario (Greene and Tischler, 1976).

La duracion de la sefializacién a través de ERK pudiera ser la razén del porqué las
células PC12 responden de manera diferencial al estimulo con NGF (diferenciacion)
y EGF (proliferacion). EGF induce a la fosforilacién rdpida y transitoria de ERK
dependiente de Rap1l y Ras, mientras que el estimulo con NGF es rapido y sostenido.
Ademas, la activacion del receptor acoplado a proteinas G a través de PACAP
(pituitary adenylate cyclase—activating polypeptide) también puede estimular
algunos aspectos de la diferenciacion, sin embargo, la sefializacién a través de

PACAP es independiente de Ras, Figura 4. (Gerdin and Eiden, 2007)
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Figura 4. Rutas de sefializacion dependientes de PKA en la diferenciacion de
células PC12 bajo condiciones de exposicion a NGF y PACAP. Diferencias en la
intensidad, duracion vy sinergia de la sefial pudieran ser la razén de las diferencias
cualitativas entre el estimulo con PACAP y NGF. Imagen obtenida de (Vaudry et al.,
2002).

Ademas, se ha demostrado que estas células son un buen modelo para estudiar la
funcion de las distrofinas cortas ya que presentan la ventaja de que solamente
expresan a la Dp71 y Dp40 como productos del gen de la distrofina. Se ha
demostrado que las células PC12 expresan las isoformas de Dp71d, Dp71f (Marquez
et al., 2003) y Dp71e (Saint Martin et al., 2012). Sin embargo, de manera reciente, se
ha aislado y secuenciado el mRNA de las distintas isoformas de Dp71 y Dp40
demostrandose la expresion de Dp71a, Dp71c, Dp71ab, Dp71e, Dp7l1ec y Dp40 en
estas células (Aragodn et al., en preparacion) La diferenciacién neuronal inducida con
NGF de las células PC12 da lugar a una regulacién diferencial de la expresién y de la
localizacion subcelular de las isoformas de Dp71: Dp71a, Dp71 ab y Dp71e se
localizan y colocalizan con B-distroglicano y a-sintrofina en el citoplasma y periferia

en células diferenciadas y sin diferenciar con NGF, mientras que Dp71c y Dp71ec se
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localizan principalmente en la periferia celular y no colocalizan con B-distroglicano ni
con a-sintrofina. En cambio, la localizacion de Dp71a, Dp71e y Dp71ec incrementa
en el nucleo una vez que las células se han sometido a diferenciacién.
Adicionalmente, las isoformas de Dp71 se han localizado en las extensiones
neuriticas y en el cono de crecimiento. Estos resultados sugieren que ya que diversas
isoformas se asocian con diferentes complejos subcelulares pueden tener diferentes

funciones en las células PC12 (Aragdn et al., en preparacion).
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JUSTIFICACION

Dp71 es el producto del gen de la distrofina que se expresa en mayores niveles en el
sistema nervioso, su carencia se ha relacionado con al menos dos padecimientos
clinicos de la distrofia muscular de Duchenne que son retraso mental y alteraciones
de la retina. Por tanto, es de gran importancia conocer la funcién que tiene esta
proteina.

Se conoce parcialmente el papel que juega el extremo carboxilo de las distrofinas en
la distribucidn de estas proteinas. Considerando que las células PC12 expresan
isoformas de los grupos Dp71d, Dp71f y Dp71e, las cuales difieren en la region
carboxilo terminal, asi como la Dp40 que carece de esta region, en este trabajo se
planted la construccidn de proteinas recombinantes que permitieran estudiar el

papel de la region carboxilo terminal de estas isoformas.
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OBJETIVOS

U Objetivo general
Determinar el papel de la regién carboxilo terminal de las isoformas Dp71d, Dp71f y

Dp71e en la localizacion de Dp40 y Dp40-L93-170.

U Objetivos especificos:
® Construir los vectores pcDNA4/HisMax-TOPO-TA/Dp40 y Dp40-L93-
170 con los extremos carboxilos de Dp71d, Dp71fy Dp71e.
® Determinar la expresion de las proteinas Dp40 recombinantes en las
células PC12.
® Determinar la localizacion subcelular de las proteinas Dp40

recombinantes en células PC12 en ausencia y presencia de NGF.
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

El objetivo de este proyecto es contribuir al conocimiento de la funcién que tiene el
extremo carboxilo de las diferentes isoformas de Dp71, para esto se comenzd con la
construccion de los vectores en los que las proteinas Dp40 y Dp40-L93-170 se
fusionaran con el extremo carboxilo de isoformas representantes de cada uno de los
grupos de Dp71 (a, ab y e) (Tabla 1). La fusidn se realizd mediante la amplificacion
por PCR con oligos que contuvieran la secuencia de cada region carboxilo terminal
de Dp71, utilizando como molde las secuencias que codifican para Dp40 y Dp40-L93-
170 ya que la proteina en su forma silvestre se localiza en la periferia celular,
citoplasma y en menor grado en nucleo; y la mutante Dp40-L93-170 tiene una
localizacion principalmente nuclear, mimetizando por tanto, la localizacién que
tienen las diferentes isoformas de Dp71 en las células PC12, ademas de que Dp40 es

la isoforma mas corta.

Tabla 1. Extremos carboxilo de cada uno de los grupos de Dp71

[Corbosios——Nuceotidos —_______Aminoacidos

Dp71d . agaaatgcccctggaaageccaatgagagaggacac RNAPGKPMREDTM
aatg

Dp71f cacaatgtaggaagccttttccacatggcagatgattt HNVGSLFHMADDLGRA
gggcagagcgatggagtccttagtticagtcatgata MESLVSVMIDEEGAE
gatgaagaaggagcagaa

Dp71e gatctatctgcctcttcctctctctattat DLSASSSLYY

Adicionalmente, y por medio de andlisis in silico, se determind la localizacidon
subcelular que pudieran tener las diferentes isoformas. Ademds, por medio del
programa NetNes 1.1 se buscé una secuencia probable de exporte nuclear en el
extremo carboxilo de la isoforma Dp71f.

Por tanto, se realizaron construcciones adicionales de Dp40 y Dp40L93-170 con la
secuencia probable de exporte nuclear (NES por sus siglas en inglés (nuclear export

signal)).
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Una vez concluidas las construcciones, se llevd a cabo la purificacion del producto de
PCR por electroelucién y el producto purificado se ligd al vector de expresidon
pcDNA4/HisMax-TOPO-TA. Con el producto de ligacién se transformaron células
DH5a competentes y después, estas células fueron sembradas en placas LB con
ampicilina. Las células transformadas con los plasmidos recombinantes que
contienen las fusiones XpressDp40-COOHa, XpressDp40- COOHab, XpressDp40-L93-
170-COOHa, XpressDp40-L93-170-COOHab, XpressDp40-L93-170-COOHe y
XpressDp40-L93-170P/NES(p.352-363) fueron analizadas por PCR utilizando
oligonucleétidos especificos amplificando la secuencia esperada. Una vez que se
concluyd este paso, se procedié a la reaccién de secuenciacién para comprobar la
fidelidad de las construcciones. Finalmente, se transfecté a la linea celular PC12 para
proceder a determinar la expresion de las diferentes proteinas recombinantes con
un ensayo de Western Blot, ayudandose de la bandera Xpress. De esta manera se
comprobd que realmente se estaban transfectando las células con el plasmido de

interés.

Posteriormente se determind la localizaciéon subcelular de las proteinas Dp40
recombinantes mediante ensayos de inmunofluorescencia y microscopia confocal.

Esto se realizé en ausencia de NGF y en exposiciéon a NGF durante 3 dias.
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MATERIALES Y METODOS

Construccion de los vectores de expresion pcDNA4 /HisMax-TOPO-TA/Dp40 y
Dp40-L93-170 con los extremos carboxilo d, fy e y con la NES (p.352-363)

Para llevar a cabo la fusion del cDNA de Dp40 y Dp40L170P con el extremo carboxilo
de las diferentes isoformas de Dp71 (COOHd, COOHf y COOHe) y con la NES(p.352-
363), se realizd una reaccidén de PCR utilizando tanto el cDNA de Dp40 como el de
Dp40-L93-170 contenido en el vector pcDNA4/HisMax-TOPO-TA/Dp40 y Dp40-L93-
170 respectivamente, compartiendo los oligonucledtidos del extremo 5’ (forward) y
con diferentes ologonucleétidos del extremo 3’ (reverse). El oligonucledtido del
extremo 3’ fue elegido de acuerdo al extremo que se dese6 afiadir, todos siguiendo
las condiciones de PCR siguientes: 0.3 pl dNTP, 1 unidad de Pfx DNA polimerasa de
alta fidelidad (Invitrogen), 5ul de buffer 10X, en un volumen final de 50ul, en las
condiciones siguientes: 94°C por 2 minutos y 35 ciclos de 94°C por 30 segundos y

68°C por 3 minutos con una extension final a 70°C por 10 minutos.

Procedimiento para afiadir el extremo COOHd a Dp40 y Dp40-L93-170

Para agregar el extremo carboxilo de Dp71d se partié de los “vectores molde”
pcDNA4/HisMax-TOPO-TA/Dp40 y Dp40-L93-170, utilizando los cebadores
“forward” 5'-ATGAGGGAACACCTCAAAGGCCAC-3' (exon 1) y el “reverse” 5'-
CTACATTGTGTCCTCTCTCATTGGCTTTCCAGGGGCATTTCTCGTTTCCATGTTGTCCCCCTC-
3’ (COOHd) para amplificar y afiadir el extremo carboxilo de manera simultanea en

una reaccion de PCR.

Procedimiento para anadir el extremo COOHe a Dp40 y Dp40-L93-170
Del mismo modo, para afiadir el extremo carboxilo de la isoforma Dp71e se repitid
el procedimiento descrito previamente con los cebadores especificos para dicha
reaccion: “forward” 5'-ATGAGGGAACACCTCAAAGGCCAC-3' (ex6n 1) y “reverse” 5’-
GATCTATCTGCCTCTTCCTCTCTCTATTATCGTTTCCATGTTGTCCCCCTC-3'.
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Procedimiento para anadir la NES a Dp40 y Dp40-L93-170

Al igual que con las construcciones anteriores, el procedimiento a seguir para afadir
la sefial de exporte nuclear fue el mismo utilizdndose los cebadores especificos para
la reaccion: “forward” 5'-ATGAGGGAACACCTCAAAGGCCAC-3' (exdn 1) y “reverse”
5'TAAGGACTCCATCGCTCTGCCCAAATCATCTGCCATCGTTTCCATGTTGTCCCCCTC 3’

Procedimiento para anadir el extremo COOHab a Dp40 y Dp40-L93-170

Debido a que el extremo carboxilo del grupo de las isoformas Dp71f tiene un
tamafio de 93 pares de bases, su incorporacion a Dp40 se llevd a cabo en dos pasos;
se realizd una reaccién de PCR utilizando cDNA de Dp40 y Dp40-L93-170, y los
oligonucledtidos “forward” 5'-ATGAGGGAACACCTCAAAGGCCAC-3' (exon 1) vy
“reverse” 5’- CGCTCTGCCCAAATCATCTGCCATGTGGAAAAGGCTTCCTACATTGTGCGT
TTCCATGTTGTCCCCCTC -3' (ab5). Esta secuencia contiene la ultima parte de Dp40 y
la primera mitad de la parte carboxilo de Dp71f. Una vez obtenido el fragmento de
PCR de interés, se integré al vector de transito pGEM-T Easy (figura 5), dando como
lugar los vectores transitorios: pGEM-T-Easy/Dp40/COOHab5’ o pGEM-T-
Easy/Dp40L93-170P/COOHab5’
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Figura 5. Vector de transito pGEM-T Easy. Se representa el vector de transito que se
usé para la clonacion de Dp40. Este vector se encuentra en una conformacioén lineal,
y se cierra cuando se integra la secuencia de interés, misma que debe contar con
una adenina 3’ libre en cada extremo para que se pueda llevar a cabo la ligacién con
las timinas (T) 5’ libres en los extremos del vector (la flecha azul indica el sitio de
ligacion). Esta indicado el gen de resistencia a ampicilina (Amp') y los sitios de
restriccion con los que cuenta el plasmido. La ligacién de las diferentes
construcciones al vector pGEM-T Easy se llevaron a cabo utilizando la DNA ligasa T4
de acuerdo con las instrucciones del proveedor (Promega).

Para anadir la segunda mitad del extremo COOHab se repitid el procedimiento
antes descrito utilizando como molde a los vectores pGEM-T-Easy/Dp40/COOHab5’
0 pGEM-T-Easy/Dp40L93-170P/COOHab5’ utilizando los oligonucleétidos “forward”
5'-ATGAGGGAACACCTCAAAGGCCAC-3' (exdn 1) y el “reverse”
5’CTATTCTGCTCCTTCTTCATCTATCATGACTGAAACTAAGGACTCCATCGCTCTGCCCAAAT

CATCTGC -3'(ab3).

Posteriormente se transformaron células competentes de la cepa E. coli DH5-a y se
seleccionaron en placas de cultivo con ampicilina varias colonias, las cuales se
analizaron posteriormente mediante PCR de colonia utilizando el cebador “5’ Exdn

1” para todas las construcciones y los cebadores “COOHd” para Dp40/COOHd vy
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Dp40/L93-170P/COOHd; “ab3” para Dp40/COOHf y Dp40/L93-170P/COOHT;
“COOHe” para Dp40/L93-170P/COOHe; y “NES (p.352-363)” para Dp40/L93-
170P/NES (p. 352-363).

Las concentraciones e integridad de los plasmidos se analizaron por medio de
electroforesis en geles de agarosa al 1% y se visualizaron por tincién con bromuro de
etidio. La banda correspondiente al fragmento amplificado se corté y se purificé

posteriormente por electroelucion.

Purificacién general del los diferentes productos de PCR por electroelucion
50 ul del producto de PCR fueron mezclados con azul de bromofenol, xilen cianol y

glicerol. La muestra se corridé en un gel de agarosa al 1.2% (TBE 0.5X) y se sometio a
electroforesis por 1 hora a 100 volts, 300 miliAmp. Se observd y se corté la banda de
DNA en el transiluminador de luz UV de longitud de onda larga. En la cdmara de
electroelucidn se colocaron las bandas cortadas y se afiadieron 150 pul de acetato de
amonio, el cual se utiliza para capturar al DNA; se dejo correr a 100 volts durante 1
hora y 30 minutos, se tomaron a continuacion 400 ul de acetato de amonio en un
tubo de 1.5 ml., se agregaron 2.5 volimenes de etanol (1000 ul) y se dejaron por 15
min en el REVCO o toda la noche a 4°C. Se centrifugd la muestra durante 15 min a
4°C a 12000 rpm., se decanté la muestra y se agregd 1ml de alcohol al 75%, se
centrifugé a 12000 rpm durante 10 minutos a 4°C, se decanto y se dejé secar 5 min.,
se le afiadieron 20 pl de agua miliQ. La muestra se corrié en un gel al 1.2% (TBE 0.5X)

para comprobar la presencia de la banda esperada.

Adenilacién
Para realizar la ligacion del fragmento de DNA de interés con el vector de expresion

pcDNA4/HisMax TOPO-TA (el cual se encuentra de manera lineal y posee timinas en
los extremos), se utilizé una taq DNA polimerase (recombinant) de baja fidelidad
marca Thermo Scientific, ya que ésta se caracteriza por adenilar los extremos de la

secuencia, que son necesarias para la ligacion de la secuencia de interés, en el
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vector de transito o de expresion. En la reaccion de ligacidn se utilizaron 5 pl de
Buffer 10x, 4 ul MgCl2, 1 ul de dinucledtidos y 0.3 ul de la tag polimerasa, a una

temperatura de 72°C por 20 minutos.

Vector de expresion
Los fragmentos adenilados en el paso anterior se purificaron y posteriormente se

ligaron al vector de expresion pcDNA4/HisMax-TOPO-TA (figura 6). El vector en
cuestién se utilizé para fusionar el epitope “Xpress” a la regién N-terminal de las

diferentes proteinas recombinantes de interés en este trabajo.

TOPO
5274 bp

Figura 6. Vector de expresion pcDNA4/HisMax-TOPO. Se representa el vector de
expresion que se utilizd para la expresion de las proteinas recombinantes de Dp40 y
Dp40-93/170P conteniendo las regiones carboxilo terminal de interés. Este vector se
encuentra en una conformacién lineal, y se cierra cuando se integra la secuencia de
interés, misma que debe contar con una adenina 3’ libre en cada extremo para que
se pueda llevar a cabo la ligacion gracias a las timinas (T) 5’ libres en los extremos
del vector. Esta indicado el gen de resistencia a ampicilina y los sitios de restriccion
con los que cuenta.

Este vector no requiere ligasa para llevar a cabo la ligacién, tiene una topoisomerasa

unida covalentemente al vector, la cual se une al DNA duplex en sitios especificos y
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corta el enlace fosfodiéster después del 5’-CCCTT. La energia de esta ruptura es
conservada por la formacién de un enlace covalente entre el 3’ fosfato de la cadena
qgue ha quedado libre y el residuo Tyr-274. El enlace fosfotirosil entre el DNA y la
enzima puede ser atacado posteriormente por el 5’hidroxil de la cadena rota
original, o en este caso del fragmento de PCR que se desea ligar, revirtiendo la
reaccion y liberando a la topoisomerasa. La mezcla de esta ligacion se utilizé para
transformar a la cepa E.coli DH5aq, las colonias que se obtuvieron se analizaron por
PCR con los oligonucledtidos utilizados anteriormente (tabla 2). Uno de estos
pldsmidos (o varios) fue secuenciado como se indica posteriormente, las
concentraciones e integridad de los pldsmidos se analizaron por medio de

electroforesis en geles de agarosa al 1% y se visualizaron por tincidon con bromuro de

etidio. Finalmente se procedid a la reaccién de secuenciacion.

Tabla 2. Oligonucleétidos utilizados para incorporar los extremos carboxilo
correspondientes a cada isoforma.
Cebador “reverse”

Extremo carboxilo a Cebador “forward”

insertar
Dp71d Exon 1: COOHd:
5'ATGAGGGAACACCTCAA 5’CTACATTGTGTCCTCTCTCATTGGCTTTCCAGGG
AGGCCAC-3' GCATTTCTCGTTTCCATGTTGTCCCCCTC-3’
Dp71f (primera parte) Exon 1: ab5s:
5'ATGAGGGAACACCTCAA 5'CGCTCTGCCCAAATCATCTGCCATGTGGAAAAGG
AGGCCAC-3' CTTCCTACATTGTGCGTTTCCATGTTGTCCCCCTC-3'
Dp71f (segunda parte) Exon 1: ab3:
5'ATGAGGGAACACCTCAA 5’CTATTCTGCTCCTTCTTCATCTATCATGACTGAAA
AGGCCAC-3' CTAAGGACTCCATCGCTCTGCCCAAATCATCTGC-3’
Dp71e Exon 1: COOHe
5'ATGAGGGAACACCTCAA 5’GATCTATCTGCCTCTTCCTCTCTCTATTATCGTTTC
AGGCCAC-3' CATGTTGTCCCCCTC-3’
Seial de Exporte Nuclear Exon 1: NES (p.352-363)
(NES) 5'ATGAGGGAACACCTCAA 5'TAAGGACTCCATCGCTCTGCCCAAATCATCTGCC
AGGCCAC-3' ATCGTTTCCATGTTGTCCCCCTC 3’
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Secuenciacién automatica
Para llevar a cabo las reacciones de secuenciacion se utilizd la técnica de

secuenciacion automatica por electroforesis capilar desarrollada por Applied
Biosystems®. Se usaron 500ng de la construccion purificada de pGEM-T Easy/Dp40 o
pcDNA4/HisMax-TOPO-TA y cada uno de los siguientes oligonucleétidos:

Tabla 3. Oligonucleétidos utilizados para la caracterizacion de los vectores pGEM-T

Easy y pcDNA4/HisMax-TOPO-TA

Nombre del Secuencia

oligonucleétido

Exon 1 5’ATGAGGGAACACCTCAAAGGCCACG’3
562U 5’CAGTTGGGTGAAGTTGCCTCCTTTG’3
247L 5'TCTGCAGGATATCCATGGGCTGATC'3

Los oligonucledtidos utilizados para la reaccién de secuenciacion de los fragmentos
gue codifican para Dp40 en el vector pGEM-T Easy/Dp40 fueron Exén 1, 562U vy
247L. Para cada reaccién de secuenciacidén se agregaron a un tubo eppendorf de
PCR, 8ul de una mezcla que contiene Amplitag DNA polimerasa, terminadores
modificados etiquetados con dRodamina, cloruro de magnesio, buffer Tris-HCI pH
9.0 y dNTPs, 500ng del vector purificado, 800ng de oligonucledtido y la cantidad
necesaria de H,O milliQ para tener un volumen final de 20ul. Posteriormente, la
reaccion se colocé en un termociclador a 949C por 5 minutos, 40 ciclos de 942C por
30 segundos, 552C por 20 segundos y 602C por 4 minutos, seguidos de 5 minutos a
602C. La purificacién de los productos de extension se realizd con isopropanol al 75%
y se secO a temperatura ambiente para la posterior secuenciacion automatica por

capilar.
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Cultivo y transfeccion de células PC12
Las células PC12 se sembraron a diferentes confluencias (60 y 90%), dependiendo de

las condiciones a las que se les expondria posteriormente. Se utilizd una confluencia
del 90% con medio de sincronizacion, sobre cubreobjetos previamente tratados con
Poli-L-Lisina cuando las células fueron utilizadas para Western Blot y para
inmunofluorescencia en ausencia de NGF. Se utilizdé una confluencia del 60% para
aquellas células destinadas a ensayos de inmunofluorescencias en presencia de NGF.
Después de 24 horas de sembradas las células, se llevd a cabo la transfeccién de la
siguiente manera: en un tubo se mezclaron 100 ul de Opti-MEM (Gibco) con 2 ug del
vector de expresiéon pcDNA4/HisMax-TOPO/Dp40-COOHa (se repitio el mismo
procedimiento con los demds vectores) y en otro tubo 100ul de Opti-MEM con 5 ul
de Lipofectamina 2000 (Invitrogen). Las preparaciones se incubaron durante 10
minutos a temperatura ambiente, después se mezclaron los componentes de ambos
tubos y se incubaron a temperatura ambiente durante 40 minutos para la formacion
de los complejos de transfecciéon. A la mezcla DNA-Lipofectamina 2000 se le
agregaron 800 pl de Opti-MEM vy se volvid a incubar por 10 minutos a temperatura
ambiente. Al mismo tiempo, las células se lavaron una vez con Opti-MEM, se les
agregd el medio de transfeccidn y se incubaron durante 5 horas a 37°C en una
atmdsfera saturada de agua con 5% de CO,. Por ultimo, a las células transfectadas se
les adicioné 1 ml de medio de crecimiento. Este ultimo paso fue diferente para las
células que serian expuestas a NGF durante tres dias. En este caso, en lugar de
agregar 1 ml de medio de crecimiento, se les colocé 1ml de medio de crecimiento
adicionado con NGF (50ng/ml) y se les dejé incubando en las mismas condiciones

durante 3 dias.

Extraccion de proteinas
Una vez pasado el tiempo de transfeccidn y de crecimiento, se retira el medio con

cuidado y se les coloca 1ml de PBS a cada uno de los pozos, lavando de tal manera

que se despeguen las células y asi poder recolectarlas en tubos eppendorf de 1.5ml.
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Se centrifugan posteriormente por 5 min a 6000 rpm para eliminar por decantacion
el PBS. Posteriormente la pastilla se diluye en 60 ul de Buffer de Extraccion Il
compuesto por Tris-HClI 250mM pH 8 y EDTA 1mM pH 8, adicionado con 80ul/ml de
inhibidores de proteasas COMPLETE (Roche, Inc.). Se dejan reposando en hielo por
15 minutos. Posteriormente se les adicionan Buffer de carga 5X (4.8 ml H20; 0.5 M
Tris-HCI pH 6.8, 1.2 ml; Glicerol 1 ml; SDS al 10%, 2ml; Azul de bromofenol al 0.1%,

0.5ml), BME (B-Mercaptoethanol). Se guardd a -20°C para su posterior analisis.

Ensayos de Western Blot
Se realizaron geles de poliacrilamida-SDS al 10%, los cuales fueron cargados con 60-

80 ul de la proteina extraida en el paso anterior, para posteriormente ser sometidas
a electroforesis. Las proteinas se transfirieron posteriormente a membranas de
nitrocelulosa con una intensidad de corriente eléctrica de 20 volts durante 16-18
horas, a una temperatura de 4°C. La membrana de nitrocelulosa con las proteinas se
bloqued con leche descremada al 5% en buffer TBS-T (Tris 10 mM pH 7.4, NaCl 150
mM, Tween 0.05%) durante 2 hrs, en agitacién a temperatura ambiente.
Posteriormente, la membrana se incubd toda la noche con el anticuerpo primario
anti-Xpress marca Invitrogen (1:200) diluido en buffer TBS-T. Se utilizaron los
anticuerpos secundarios anti-mouse marca invitrogen (1:10000) que reconocen la

bandera Xpress del vector para la deteccidn.

Ensayos de inmunofluorescencia
Los ensayos de inmunofluorescencia se llevaron a cabo en células PC12 (en ausencia

o presencia de NGF de acuerdo a lo antes descrito) transfectadas con el vector de
expresidon que contiene las proteinas recombinantes de interés: XpressDp40-COOHa,
XpressDp40/COOHab, XpressDp40-L93-170P/COOHa, XpressDp40-L93-
170P/COOHab, XpressDp40-L93-170P/COOHe y XpressDp40-L93-170P/NES(p.352-
363). Las células PC12 se cultivaron sobre cubre objetos pre-tratados con poli-L-

lisina. Posteriormente, los cubreobjetos se lavaron con buffer de citoesqueleto y las
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células se permeabilizaron con Tritdn X-100 al 0.4% y paraformaldehido al 4%, en
buffer CB (Buffer de citoesqueleto) durante 5 min. Posteriormente las células se
lavaron tres veces por 5 min con buffer CB y se fijaron con paraformaldehido al 4%
en buffer CB durante 20 min. Después de lavar con PBS, se bloquearon los sitios
inespecificos con 0.5% de gelatina en PBS durante 40 min., posterior a esto los
cubreobjetos se lavaron con PBS y se incubaron toda la noche a 4°C con los
anticuerpos primarios correspondientes diluidos en PBS (1:150 de anti-Xpress). Al
siguiente dia los cubreobjetos se lavaron con PBS para quitar el exceso del
anticuerpo y se incubaron durante 1 hr a temperatura ambiente con el anticuerpo
secundario (Alexa 488) que reconoce la bandera Xpress contenida en el vector de
expresion, seguido por DAPI (3 min a una dilucién de 1:1000) para poder observar
los nucleos. Por ultimo, los cubreobjetos se lavaron con PBS y se colocaron sobre
portaobjetos con el medio de montar Vectashield (Vecto Labs).

Las preparaciones se analizaron en el microscopio confocal “baby” de la marca Leica
modelo Sp2. Los cortes se realizaron en intervalos de aproximadamente 0.34 um; las
imagenes que se seleccionaron para el andlisis fueron aquellas que cortaban de

manera ecuatorial a la célula.

Analisis estadistico
El analisis de intensidad de fluorescencia en las células transfectadas se realizd

usando el software Image J, el cual analiza un area determinada y proporciona
valores en términos de escala de grises. Las dreas a cuantificar fueron el nucleo,
citoplasma y periferia; de cada una de estas secciones se tomo un area entre 300 y
500 pixeles. Dichos valores fueron transformados a porcentajes para ser
posteriormente analizados con la prueba Anova de dos vias usando el software

GraphPad Prism 6. Se utilizd P<0.05 como criterio de significancia estadistica.

39



RESULTADOS

Prediccion in silico de la localizacion subcelular probable de las proteinas
recombinantes XpressDp40/COOHd, XpressDp40/COOHf, XpressDp40L93-
170P/COOHd, XpressDp40L93-170P/COOHf, XpressDp40L93-170P/COOHe,
XpressDp40L93-170P/(NES p.352-363).

Previo a la construccién de los diferentes vectores de expresidén que contuvieran a
las diferentes proteinas recombinantes se llevaron a cabo predicciones in silico con
el fin de averiguar cual seria la localizacidn subcelular probable de las proteinas
recombinantes en estudio. Se utilizé para dicho el programa PSORT I, los resultados
obtenidos se muestran en la tabla 4. Debido a que las proteinas recombinantes
XpressDp40/COOHf y XpressDp40L93-170P/COOH( obtuvieron un porcentaje alto de
localizacion en citoplasma, se supuso que esto tal vez se debiera a la presencia de
una Sefal de Exporte Nuclear (NES) en el extremo carboxilo terminal del grupo f, por
tanto, se analizd con el programa bioinformatico llamado NetNES la secuencia de las
dos proteinas recombinantes que contenian al extremo carboxilo terminal f,,
encontrandose tal como se esperaba, en el extremo carboxilo terminal del grupo f

(Figura 7).
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Localizacionen Localizacionen

Proteina

citoplasma ntcleo
Dpgowt 69.5% 30.4%
Dpgowt+COOHd 39.1% 60.9%
Dpgowt+COOHf 69.5% 30.4%
Dpgowt+COOHe 39.1% 60.9%
Dp4owt+NES 69.5% 30.4%

el citoplasma el nucleo
Dp4oLg3/170P 39.1% 60.9%
Dp4oL93/170P+COOHd 39.1% 60.9%
Dp40oL93/170P+COOHf 73.9% 26.1%
Dp4oL93/170P+COOHe 39.1% 60.9%
Dp4oL9g3/170P+ NES 39.1% 60.9%

Tabla 4. Prediccion de la localizacion subcelular de las diferentes construcciones
analizadas utilizando PSORT Il. En el cuadro superior se muestran las diferentes
predicciones para cada una de las proteinas Dp40 con los diferentes extremos
carboxilo terminales (d, f, e, NES p.352-363). En el recuadro inferior se muestran las
predicciones para cada una de las proteinas Dp40L93-170P con los diferentes
extremos carboxilo terminales (d, f, e, NES p.352-363).
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HetHES 1.1: Predicted HES sighals in Seguence

HIM
HES Score

Score

a T T T T T
=] =1 18 15 =17 =41 jeis)

Segquence Fosition

#Seg-Pos-Residue ENN HMM NES DPredicted
T

Sequence-1-H 0.0%8 0.000 0.000 =
Sequence-2Z-N 0.113 0.000 0.000 -
Sequence-3-V 0.094 0.006 0.000 -
Sequence-4-G 0.073 0.006 0.000 =
Segquence-3-5 0.111 0.008& 0.000 -
Sequence-6-L 0.103 0.020 0.000 -
Sequence-T7-F 0.079 0.022 0.000 =
Seguence-8-H 0.203 0.022 0.000 —
Sequence-9-M 0.110 0.968 0.704 Yes
Sequence-10-A 0.078 0.5%68 0.705 Yes
Sequence-11-D 0.102 0.968 0.703 Yes
Sequence-12-D 0.102 0.968 0.703 Yes
Sequence-13-L 0.118 0.989 0.732 Yes
Sequence-14-G 0.083 0.984 0.702 Yes
Sequence-15-R 0.126 0.984 0.706 Yes
Sequence-16-A 0.088 0.584 0.708 Yes
Sequence-17-M 0.082 0.995 0.717 Yes
Sequence-18-E 0.094 0.954 0.714 Yes
Sequence-19-5 0.089 0.994 0.708 Yes
Segquence-20-T, 0,101 0,554 0,712 ies
Sequence-21-V 0.080 0.091 0.000 -
Sequence-22-8 0.119 0.042 0.000 =
Sequence-23-V 0.086 0.042 0.000 =
Seguence-24-1M 0.083 0.014 0.000 -
Sequence-25-1 0.123 0.000 0.000 =
Sequence-26-D 0.083 0.000 0.000 =
Seguence-27-E 0.072 0.000 0.000 -
Sequence-28-E 0.078 0.000 0.000 =
Sequence-29%-G 0.100 0.000 0.000 =
Seguence-30-A 0.084 0.000 0.000 -
Sequence-31-E 0.073 0.000 0.000 =

/7

Figura 7. Determinacion de la secuencia probable de exporte nuclear. Fuente:
NetNes server 1.1. En el primer recuadro se muestra la grafica en donde se evaluan
las probabilidades de que se encuentre una secuencia de exporte nuclear en las
construcciones dadas. El programa utiliza el Modelo Oculto de Markov y las Redes
Neuronales Artificiales como método para predecir la existencia de seiiales de
exporte nuclear putativas. Si se supera el valor limite, se considera una sefial de
exporte nuclear probable. En el recuadro inferior se ha enmarcado en negro la
posicidn y secuencia que el programa detecto como probable de exporte nuclear.
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Construccion de los vectores de expresion pcDNA4 HisMax/TOPO-TA/Dp40 y
pcDNA HisMax TOPO-TA/Dp40-L93-170P con los extremos carboxilod, fy ey la
secuencia (NES p.352-363).

En la primera parte de este trabajo se construyeron los vectores de expresién que
contienen las proteinas recombinantes Dp40 y Dp40L93-170 con los diferentes
extremos carboxilo de los grupos d, f y e, asi como la sefial de exporte nuclear (NES
p.352-363), de acuerdo a lo ya antes descrito en la seccion materiales y métodos.
Los vectores construidos como se describe a continuacidn fueron los siguientes:

- pcDNA4/ HisMax TOPO-TA/Dp40

- pcDNA4/ HisMax TOPO-TA/Dp40/COOHd

- pcDNA4 /HisMax TOPO-TA/Dp40/COOHf

- pcDNA4/ HisMax TOPO-TA/Dp40L93-170P

- pcDNA4/ HisMax TOPO-TA/Dp40L93-170P-COOHd

- pcDNA4/ HisMax TOPO-TA/Dp40L93-170P-COOHf

- pcDNA4/ HisMax TOPO-TA/Dp40L93-170P-COOHe

- pcDNA4/ HisMax TOPO-TA/Dp40L93-170P/(NES p.352-363).

A partir de los vectores pcDNA4/HisMax-TOPO-TA Dp40 y Dp40-L93-170, los cuales
ya se encontraban caracterizados, se amplificaron y se adicionaron mediante PCR los
diferentes extremos carboxilo terminal d,f,e y (NES p.352-363), utilizando los
oligonucleétidos Exén 1 para la regién 5° comun para todos, y el oligonucledtido
especifico para las diferentes regiones 3’ contenidos en la tabla de oligonucleétidos

de materiales y métodos.

Los productos de PCR Dp40, Dp40/COOHd, Dp40/COOHf, Dp40L93-170, Dp40L93-
170-COOHd, Dp40L93-170-COOHf, Dp40L93-170-COOHe y Dp40L93-170-COOH (NES
p.352-363) se corrieron en un gel de agarosa para visualizar la calidad y el tamano

de los fragmentos esperados. Una vez corroborado lo anterior, las bandas
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correspondientes a cada producto, fueron cortadas para ser purificadas mediante

electroelucion. Figura 8.

1 2 3 4 56 7 8 9

1

Figura 8. Obtencion de los productos de extension por PCR

Ejemplo de la electroforesis en gel de agarosa al 1.2% del producto de extensién
Dp40L93-170P/COOHT (carril 3). Se observa el tamafio esperado de alrededor de
1000 pares de bases. Asi mismo, se observa el gel recortado de los carriles 6 al 9, los
cuales contienen el mismo producto pero en mayor cantidad, para seguir el proceso
de electroelucion y posteriormente clonar los fragmentos en el plasmido
pcDNA4/HisMax-TOPO-TA. El marcador de peso molecular utilizado es 100bp ladder
DNA (100bp-3000bp) de la marca Axygen. El peso molecular en donde se encuentra
la proteina de interés es 1000 pares de bases.

Los productos purificados por electroelucién se adenilaron y ligaron al vector de
expresion pcDNA4/HisMax-TOPO-TA de acuerdo a lo descrito en Materiales y
Métodos. Los vectores circularizados pcDNA4/ HisMax TOPO-TA/Dp40, pcDNA4/
HisMax TOPO-TA/Dp40/COOHd, pcDNA4 /HisMax TOPO-TA/Dp40/COOHf, pcDNA4/
HisMax TOPO-TA/Dp40L93-170, pcDNA4/ HisMax TOPO-TA/Dp40L93-170-COOHd,
pcDNA4/ HisMax TOPO-TA/Dp40L93-170-COOHf, pcDNA4/ HisMax TOPO-
TA/Dp40L93-170-COOHe y pcDNA4/ HisMax TOPO-TA/Dp40L93-170-COOH (NES

p.352-363) recombinantes se utilizaron para transformar células competentes E.
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coli DH5a.. Las bacterias fueron sembradas en placas con medio LB con ampicilina. Se
seleccionaron algunas colonias y éstas fueron analizadas por PCR de colonia para ver

si contenian el inserto de interés en fase, tal como se representa en la figura 9.

1000 pb O T T ™

Figura 9. Productos de PCR a partir de colonias transfectadas

Electroforesis en gel de agarosa al 1.2% del producto de PCR de aproximadamente
40 kDa obtenido de colonias E.coli transfectadas con el vector Dp40/COOHab
utilizando los oligonucleétidos “exén 1” y “BGH (TOPO R)”. Carril 1 control negativo.
Carriles 2 al 10 diferentes colonias candidatas. Se indica el tamafio del marcador de
peso molecular.

De las colonias analizadas se seleccionaron dos que contuvieran el inserto de
interés, se hicieron crecer en medio liquido LB con ampicilina y se purificaron
mediante el protocolo de “minipreps”. Posteriormente se cargaron y se corrieron en

un gel de agarosa al 1% para comprobar su pureza e integridad., Figura 10.

Se obtuvieron por este procedimiento los plasmidos pcDNA4/ HisMax TOPO-
TA/Dp40, pcDNA4/ HisMax TOPO-TA/Dp40/COOHd, pcDNA4 /HisMax TOPO-
TA/Dp40/COOHf, pcDNA4/ HisMax TOPO-TA/Dp40L93-170, pcDNA4/ HisMax TOPO-
TA/Dp40L93-170-COOHd, pcDNA4/ HisMax TOPO-TA/Dp40L93-170-COOHf,
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pcDNA4/ HisMax TOPO-TA/Dp40L93-170-COOHe y pcDNA4/ HisMax TOPO-
TA/Dp40L93-170-COOH (NES p.352-363).

" e . il o

Figura 10. Producto plasmidico purificado por el método “minipreps”

Ejemplo de la electroforesis en gel de agarosa al 1% de los plasmidos candidatos
purificados para el proceso de secuenciacidon. Carriles del 1 al 8 muestran los
siguientes plasmidos: carril 1. pcDNA4/ HisMax TOPO-TA/Dp40/COOHd “colonia 7”,
carril 2. pcDNA4/ HisMax TOPO-TA/ Dp40/COOHd “colonia 12”, carril 3. pcDNA4/
HisMax TOPO-TA/ Dp40L170P /COOHd “colonia 7”, carril 4. pcDNA4/ HisMax TOPO-
TA/ Dp40L170P /COOHd “colonia 12”, carril 5. pcDNA4/ HisMax TOPO-TA/ Dp40L93-
170P /COOHd “colonia 3”, carril 6. pcDNA4/ HisMax TOPO-TA/ Dp40L93-170P
/COOHd “colonia 7”, carril 7. pcDNA4/ HisMax TOPO-TA/ Dp40/COOHf “colonia 3” y
carril 8. pcDNA4/ HisMax TOPO-TA/ Dp40/COOHf “colonia 7”.

Algunos de los vectores purificados se secuenciaron completamente mediante
electroforesis capilar. Los electroferogramas de estas secuenciaciones fueron
revisados y las secuencias fueron alineadas con las secuencia Dp40 para verificar la
adicion correcta de los diferentes extremos carboxilo terminal como se muestra en
la Figura 11. Como se puede observar, las secuenciaciones muestran que las
construcciones fueron correctamente clonadas y sin errores, observandose la
primera parte del vector de expresion pcDNA4/HisMax-TOPO-TA, la secuencia de la
Dp40, o la Dp40L93-170P (segun sea el caso), los diferentes extremos carboxilo

afadidos (d,f e, NES (p.352-363) y la Ultima parte del mismo vector de expresion.
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Dp40/COOHd

Dpédwta GGGCCATAAAATGCACTACCCCATGGTAGAGTACTGCACTCCGACTACATCTGGAGAAGA
WaB GGGCCATAAAATGCACTACCCCATGGTAGAGTACTGCACTCCGACTACATCTGGAGAAGA

EE e o e o e S o e e S S e e S e e e e e o o o o o e S

Dpdwta TGTTCGTGACTTTGCCAAGGTACTGAAAAACAAATTTCGAACCAAAAGGTATTTTGCGAA
WaB TGTTCGTGACTTTGCCAAGGTACTGAAARACAAATTTCGAACCAAAAGGTATTTTGCGAA

EE o e o o e e o e e o e e o o e e i e o e o o o e o o S e o

Dpdwta GCATCCCCGAATGGGCTACCTTCCAGTGCAGACTGTGTTAGAGGGGGACAACATGGAAAC
WaB GCATCCCCGAATGGGCTACCTTCCAGTGCAGACTGTGTTAGAGGGGGACAACATGGAAAC

EE e o S o S ko o e o e S S S S S ko o e e e o o

Dpdwta GTCAAGAGGAAGAAATGCCCCTGGAAAGCCAATGAGAGAGGACACAATGTAG========
WaB G-———————- AGAAATGCCCCTGGAAAGCCAATGAGAGAGGACACAATGTAGAAGGGCCT
* EE o e e e o e e o o e e

Dpdwta = = 0 s

WaB GTACCTAGGATCCAGTGTGGTGGAATTCTGCAGATATCCAGCACAGTGGCGGCCGCTCGA
Dp40/COOHab

WabB CG——=—-- CACAATGTAGGAAGCCTTTTCCACATGGCAGATGATTTGGGCAGAGCGATGG

Waboriginal CGAGAGGACACAATGTAGGAAGCCTTTTCCACATGGCAGATGATTTGGGCAGAGCGATGG

* % EdE S e o e e e o e e e o e

WabB AGTCCTTAGTTTCAGTCATGATAGATGAAGAAGGAGCAGAATAGPAGGGCCTGTACCTAG

WabOriginal AGTCCTTAGTTTCAGTCATGATAGATGAAGAAGGAGCAGAATAA========—=—=-===-=

B I e e i e e e e I S

Dp40L93-170P/COOHa

Dp40aoriginal AGCATCCCCGAATGGGCTACCTTCCAGTGCAGACTGTGTTAGAGGGGGACAACATGGAAA
M3aB AGCATCCCCGAATGGGCTACCTTCCAGTGCAGACTGTGTTAGAGGGGGACAACATGGAAA

EE R e

Dp40aoriginal CGTCAAGAGGAAGARATGCCCCTGGAAAGCCAATGAGAGAGGACACAATGTAG———————
M3aB Ce———-——-——-—- AGAAATGCCCCTGGAAAGCCAATGAGAGAGGACACAATGTAGAAGGGCC

* % *a\-***‘k****t*******************************
Dpd40aoriginal = = —-----m oo oo
M3aB TGTACCTAGGATCCAGTGTGGTGGAATTCTGCAGATATCCAGCACAGTGGCGGCCGCTCG

Mutacion puntual en el sito 278, aminoacido 93

M3aE TGCAGATAATTAACTGTTTGACTACTATTTATGACCGTCIGGA —————————————————
Dp40wt TGCAGATAATTAACTGTTTGACTACTATTTATGACCGTCTGGAGCAAGAGCACAACAATT

ESE S S e S o S e o e e e e e e e S e e S S S

Mutacidén puntual sitio 509, aminoacido 170

Dp40aoriginal GGCTTTTGTGACC-AGCGTAGACTGGGTCTTCTTCTGCATGATTCTATTCAARATCCCAAG

M3abVv GGCTTTTGTGACC—AGCGTAGACTGGGTCTTCTTClGCATGATTCTATTCAAATCCCAAG
o R e S O R T o e e R =
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Dp40L93-170P/COOHab

M3abB
Waboriginal

M3abB
WabOriginal

CG-——-—- CACAATGTAGGAAGCCTTTTCCACATGGCAGATGATTTGGGCAGAGCGATGG
CGAGAGGACACAATGTAGGAAGCCTTTTCCACATGGCAGATGATTTGGGCAGAGCGATGG
*% R R R R R R R R R S R e k]

AGTCCTTAGTTTCAGTCATGATAGATGAAGAAGGAGCAGAATAGAAGGGCCTGTACCTAG
AGTCCTTAGTTTCAGTCATGATAGATGAAGAAGGAGCAGAATAA-———————————————

EE e

Mutacidén puntual en el sito 278, aminoacido 93

M3abL

Dp40aoriginal

GGATATCCTGCAGATAATTAACTGTTTGACTACTATTTATGACCGTCIGGAGCAAGAGCA
GGATATCCTGCAGATAATTAACTGTTTGACTACTATTTATGACCGTCTGGAGCAAGAGCA

EE e o e S o o e o o o S e o o o

Mutacion puntual sitio 509, aminoacido 170

M3abVv

Dp40aoriginal

GGCTTTTGTGACC-AGCGTAGACTGGGTCTTCTTCEGCATGATTCTATT CARATCCCAAG
GGCTTTTGTGACC-AGCGTAGACTGGGTCTTCTTCTGCATGATTCTATTCAAATCCCAAG

E e e e e e e e e o e e e e e e e e e e e o e

Dp40L93-170P/COOHe

Dp40e
M3elB

Dp40e
M3elB

CATCCCCGAATGGGCTACCTTCCAGTGCAGACTGTGTTAGAGGGGGACAACATGGARAACG
CATCCCCGAATGGGCTACCTTCCAGTGCAGACTGTGTTAGAGGGGGACAACATGGAAACG

EE e b e e o o o o e e o o o

TCAAGAGATCTATCTGCCTCTTCCTCTCTCTATTATTAA-—————————————— ———— ——
—————— GATCTATCTGCCTCTTCCTCTCTCTATTATTARAAAGGGCCTGTACCTAGGATCC

E g e e e e o o o S e o

Mutacidén puntual en el sito 278, aminoacido 93

Dp40e
1L

Dp40e
1L

ATCTCTTGAGCCTGTCAGCTGCATGTGACGCCTTGGACCAGCACALRCCTCARGCRARALTG

ATCTCTTGAGCCTGTCAGCTGCATGTGACGCCTTGGACCAGCACARCCTCARGCARARATG
e e e e ohe e el e e ok e ol o ole e de sl e e ohe e e e e ol e sl e ol e e e e e ke e e e ke e e e e e e e e e o e e

ATCAGCCCATGGATATCCTGCAGATAATTAACTGT TTGACTACTATTTATGRACCGTC TGS

RTCRGCCCRTGGRTRTCCTGCAG&TR&TTRRCTGTTTG&CTRCTATTTRTGACCGTCIGG
e e e e ohe e el e e obe el o ole el e e sl e ohe e ode e ole e e ol e s e ol e e e e e e e e e ke e e e e e e e e el

Mutacion puntual sitio 509, aminoacido 170

Dp40e
1vs

Dp40e
1vs

GITTCRACCGGCTTITTGTGACCAGCGTAGACTGEETCTTCTTCTGCATGATTCTATTCARR

GTTC&&CCGGCTTTTGTGECC&GCGTEG&CTGGGTCTTCTTCIGCETG&TTCTETTCE&E
e e e e e e e vl e e e e e e e e e e e e e e e el e e el e e e e e e e e e Wl e e e e e e o

TCCCRAGACAGTTIGGGTGRAAGTTGC CTCCTTTGGGGECAGTARCATTGAGCCGAGTGTCA
TCCCRAGACAGTTIGGGTGRAAGTTGC CTCCTTTGGGGECAGTARCATTGAGCCGAGTGTCA

e e ke e b e e Wb e e e e ke ke e ke e e Wb e ke e b ke ke ke ke e ke e b ke e e ke b ke ke e ke e b ke e ke ke b ke ke b e e b ke b ke ke e e e
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Dp40L93-170P/NES p. 352-363)

Dp40ONES CATCCCCGRRTGGGCTACCTTCCAGTIGCAGACTGTGTTAGAGGGGGACRACRATGGRAACG

€B CATCCCCGARTGGECTACCTTICCAGTGCAGACTGTGTTAGAGGGGGACRACATGGRARCG
W e e e e R e e R R e R e R R R e e R e e e e R R R R e e R R R

Dp40ONES ATGGCAGATGATTIGGGCAGAGCGATGGAGTCCTTA- -~ ===~ ——===——===========

€B ATGGCAGATGATTTIGGGCAGAGCGATGGAGTCCTTATAGRRAGGGCCTGTACCTAGGATCC
AR A AR AR AR AR AR AR A AR AR AR R R AR R AR R R R R

Mutacidén puntual en el sito 278, aminoacido 93

Dp40nes rGCAGRTAATTARCTGTTTGACTACTATTTATGACCGTCTGEGAGCARAGRGCACRARCARTT
6L TGCAGATEATTEACTGTTTGACTACTRTTTATGACCGTCIGGAGCAAGAGCACRACAATT

e e e e e ke e e e e e e e e e e e e e e e e le e e e kel ke e e e e ke e e e e e e e e e e e e e e e e e o e e e e e e e

Mutacion puntual sitio 509, aminoacido 170

Dp40nes GGGTCTTCTTCTGCATGATTC TATT CARATCCCAAGRACAGTTGGET GARGTTGCCTCCTT
eV3 GGGTCTTCTTCIGCBTGATTCTATTCAAATCCCARGACAGTTGGGTGRAGTTGCCTCCTT

whe e Wb e b e e e ke e Wb ke e ke e b e Wb e ke e ke e b e ke e e e ke e e e ke b ke e b e ke e b e ke ke ke e e ke ke ke b e ke ke b e b e
Dp40nes TGEEEEGCAGTRAACATTGAGCCGAGT GTCAGGAGCTGTTT CCAGTTT GCCAATAATALRCC
6V3 TGEGEEGCAGTRAACATTGAGCCGAGT GTCAGGAGCTGTTT CCAGTTTGCCAATARTAARCC

whe W b e b e e ke e ke e e e e e e ke e e b e e e e ke e ke e ke e e ke e e e e ke e e e e ke e ke e e b e e e e e e ke e e e e e e

Figura 11. Alineamiento de las diferentes secuencias

Secuenciacién de las diferentes construcciones. Se muestra el alineamiento de los
diferentes fragmentos que corresponden a los diferentes extremos carboxilo
afiadidos, asi como a las mutaciones puntuales afiadidas en Dp40L93-170P. En
amarillo se muestra el extremo carboxilo terminal afiadido, subrayado en verde se
encuentran las mutaciones puntuales y encerrado en un rectangulo verde se
encuentra el inicio de la secuencia del vector. El simbolo * indica los lugares donde
existe homologia entre las pares de bases. El nombre del plasmido analizado se
encuentra en la parte superior izquierda y en la parte inferior izquierda se presentan
los diferentes oligonucledtidos utilizados para la secuenciacidon de las diferentes
regiones.

Una vez que se obtuvieron los resultados de las secuenciaciones y se comprobara
gue no habia ningun error, se procedié con los ensayos de Western Blot e
Inmunofluorescencias para determinar la expresion y distribucidon de las proteinas

recombinantes.
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Expresion de las proteinas recombinantes: XpressDp40/COOHd,
XpressDp40/COOHf, XpressDp40L93-170, XpressDp40L93-170-COOHd,
XpressDp40L93-170-COOH(f, XpressDp40L93-170-COOHe y XpressDp40L93-
170-COOH (NES p.352-363).

Con el objeto de determinar que las proteinas de interés se expresaban a partir de
los pldsmidos construidos, se llevaron a cabo ensayos de Western Blot con los

extractos de las células transfectadas con las diferentes construcciones.
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Figura 12. Western Blot de las células transfectadas con las construcciones
Dp40/COOHd, Dp40/COOHf, Dp4a0L93-170, Dp40L93-170-COOHd, Dp40L93-170-
COOHf, Dp40L93-170-COOHe y Dp40L93-170-COOH (NES p.352-363). Se utilizé
anti-Xpress como anticuerpo primario y el anticuerpo anti-mouse como anticuerpo
secundario, ambos de la marca invitrogen. El marcador de peso molecular utilizado
es el 161-0318 EDU de la marca Bio-Rad. Se observa el tamano de banda esperado
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de las proteinas recombinantes entre 40 y 43 kDa. Actina se muestra en un peso de
42 kDa aproximadamente.

Distribucién celular de las proteinas XpressDp40/COOHd, XpressDp40/COOHf,
XpressDp40L93-170, XpressDp40L93-170-COOHd, XpressDp40L93-170-COOHf,
XpressDp40L93-170-CO0OHe y XpressDp40L93-170-COOH (NES p.352-363)
recombinantes.

A continuacion se muestran las imagenes de los diferentes ensayos de

inmunofluorescencia indirecta, las cuales fueron analizadas y obtenidas como se
indica en materiales y métodos, Figura 13.

Se observan diferentes comportamientos de las proteinas dependiendo de a) la
proteina recombinante que contiene el plasmido, b) si se encuentran o no en
presencia de NGF.

En la figura 13-A se encuentra la imagen representativa de la construccién que
contiene a la Dp40, la cual en ausencia de NGF presentd una localizacién
principalmente en la periferia celular con una distribucion ligera en nucleo. Sin
embargo, una vez que se puso en contacto con NGF (Figura 13-D) se obtuvieron dos
tipos de poblaciones celulares: una poblacién que no desarrollé neuritas cuya
proteina se encontrd en nucleo de manera predominante y en la periferia celular; la
segunda poblacidon si desarrolld neuritas al ponerse en contacto con el NGF, dicha
poblacién no presentd en ningun caso la localizacion de la proteina en el nucleo,
siendo su localizacidon predominante en periferia celular.

La siguiente construccion que se observa es Dp40/COOHd (figura 13-B) la cual en
ausencia de NGF se presenté en la periferia celular de manera predominante, al
igual que en nucleo, observandose también un poco en citoplasma, por tanto,
observamos una distribucion mas o menos homogénea en toda la célula. Cuando
éstas células se ponen en contacto con NGF, se observd un comportamiento
particular ya que nuevamente se observaron dos tipos de poblacidnes, la poblacion
que no desarrolld neuritas presentd altos niveles de la proteina en nucleo y en
menor grado en periferia (al igual que la Dp40), sin embargo, se observd una

acumulacién en nucléolo, lo cual no se observé con la Dp40 silvestre; la segunda
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poblacién, la cual desarrolld neuritas, se encontrd en la periferia celular
observandose de manera muy escasa en nucleo (figura 13-E). La construccion que se
analizé a continuacion fue Dp40/COOHf, la cual en ausencia de NGF presento, en
todos los casos, localizaciéon en citoplasma y periferia celular (figura 13-C), sin
embargo, al encontrarse en presencia de NGF nuevamente se observaron dos
poblaciones, en la primera (en ausencia de neuritas) se presenta una localizacién
principalmente nuclear, en forma de cumulos en el nucleoplasma (no asi en el
nucléolo); la segunda poblacién que posee neuritas, se localiza en la periferia casi en
su totalidad (Figura 13-F). Cabe resaltar que todas las construcciones anteriormente
mencionadas presentaron dos poblaciones en presencia de NGF, de las cuales, la
poblacién que desarrolld neuritas, en todos los casos, presentd a la proteina
recombinante manera casi absoluta en periferia celular.

El siguiente bloque de proteinas recombinantes estd compuesto por la
XpressDp40L93-170P unida a los diferentes extremos carboxilo. En relacién a la
localizacion de  XpressDp40L93-170P, ésta  presentdé una localizacién
predominantemente nuclear en ausencia (figura 13-G) como en presencia de NGF
(Figura 13-J). La siguiente construccion Dp40L93-170P/COOHd (Figura 13-H), la cual,
al igual que XpressDp40L93-170P, presentd una localizacién nuclear con NGF y sin
NGF (Figura 13-K). Sin embargo, la proteina recombinante XpressDp40L93-
170P/COOHf presentd dos poblaciones en ausencia de NGF (Figural3-l): un
porcentaje menor de la poblacidn presenta a la proteina localizada parcialmente en
el citoplasma con prevalencia en nucleo, la segunda parte de la poblacién, la cual es
mas numerosa, presenta practicamente toda la proteina recombinante en
citoplasma; en cambio, en contacto con NGF, la poblacién es principalmente nuclear
sin formar cumulos de ningun tipo (Figura 13-L). Las ultimas dos construcciones
(Dp40L93-170P/COOHe y Dp40L93-170P/(NES p.352-363)), en ausencia y presencia
de NGF, mostraron una localizaciéon principalmente nuclear (Figuras 13-M/O y

Figuras 13- N/P respectivamente).
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Dp40L93/170P/NES  [V]  Dp40L93/170P/COOHe N

-NGF

Figura 13. Distribucion celular de las construcciones de Dp40 y Dp40L93-170P en
ausencia y presencia de NGF.

Se muestran los diferentes ensayos de inmunofluorecencia realizados de acuerdo a
lo descrito en materiales y métodos. Se muestra en los recuadros superiores
izquierdos de cada imagen los nucleos tefiidos de azul con DAPI. En la parte derecha,
en el recuadro mas grande, se muestra en verde la localizaciéon subcelular de las
proteinas recombinantes XpressDp40/COOHd, XpressDp40/COOHf, XpressDp40L93-
170, XpressDp40L93-170-COOHd, XpressDp40L93-170-COOHf, XpressDp40L93-170-
COOHe y XpressDp40L93-170-COOH (NES p.352-363) conteniendo la bandera
xpress. Por ultimo se observa la sobreposicion de ambas imdgenes en el recuadro
inferior izquierdo. Se muestra un corte ecuatorial de las células de
aproximadamente 3.7um. La barra corresponde a 20um. Las células que se
observan sélo representan a una muestra representativa de las células observadas
en dos experimentos independientes.
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Andlisis estadistico de la distribucion celular de las proteinas
XpressDp40/COOHd, XpressDp40/COOHf, XpressDp40L93-170,
XpressDp40L93-170-COOHd, XpressDp40L93-170-COOHf, XpressDp40L93-170-
COOHe y XpressDp40L93-170-COOH (NES p.352-363) recombinantes.

Se presenta a continuacion el analisis estadistico de la distribucion subcelular de las
proteinas recombinantes XpressDp40/COOHd, XpressDp40/COOHf, XpressDp40L93-
170, XpressDp40L93-170-COOHd, XpressDp40L93-170-COOHf, XpressDp40L93-170-
COOHe y XpressDp40L93-170-COOH (NES p.352-363) que se realizo, utilizando los
resultados de los diferentes ensayos de inmunofluorescencia indirecta.

Para llevar a cabo el analisis de datos, se utilizé la Anova de dos vias, ya que se
pretendia evaluar dos condiciones: 1) cdmo influian los diferentes extremos
carboxilo terminales en la localizacién de Dp40 y Dp40L93-170P y 2) si la exposicidn
a NGF durante tres dias tendria algun efecto.

Por tanto, se comparard la localizacion subcelular de las diferentes proteinas
recombinantes, con los controles respectivos en ausencia y presencia de NGF,
guedando el andlisis de la siguiente manera:

La proteina Dp40 se compard en ausencia de NGF con las proteinas recombinantes
XpressDp40/COOHd y XpressDp40/COOHf (Figura 14-a), dando lugar a una
localizacion subcelular similar entre ellas, por tanto, no hubo diferencia significativa
en la localizacion. Asi mismo, las células transfectadas que expresaron el mismo
grupo de proteinas (Dp40, Dp40/COOHd, Dp40/COOH(), se trataron 3 dias con NGF,
dando lugar, tal como ya se mencioné antes, a dos tipos de poblaciones, uno sin
neuritas y otro con neuritas. A cada una de estas poblaciones se le hizo el mismo
analisis estadistico obteniéndose los datos siguientes: En la poblaciéon que no
desarrollé neuritas se encontrdé que Dp40/COOHd aumenta su localizacién en nucleo
de manera significativa en comparacion a su control Dp40, el mismo fenédmeno es
observado para la isoforma Dp40/COOHf, asi mismo, también se observé que la
localizacion subcelular de Dp40/COOHd como de Dp40/COOHf disminuyd de

manera significativa en periferia en comparacion al control Dp40. (Figura 14-b).
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En las poblaciones de las proteinas recombinantes XpressDp40/COOHd vy

XpressDp40/COOHf que si desarrollaron neuritas, el perfil estadistico mostré que

Dp40/COOHd y Dp40/COOHTf tuvieron un aumento significativo en su localizacion

nuclear con respecto al control Dp40, asi mismo, Dp40/COOHf presenté un aumento

en su localizacidn citoplasmatica respecto al control, siendo también apreciable una

considerable disminucién en la localizacidn periférica de las isoformas Dp40/COOHd

y Dp/COOHT (Figura 14-c).
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Con NGF y desarrollo de neuritas
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Figura 14. Analisis estadistico de la distribucion de las proteinas recombinantes
XpressDp40, XpressDp40/COOHd y XpressDp40/COOHf Representacion del
porcentaje de localizacion que tuvieron las proteinas Dp40, Dp40/COOHd Y
Dp40/COOHT: a) en ausencia de NGF. b) en presencia de NGF y sin desarrollo de
neuritas y c) en presencia de NGF y con desarrollo neuritico. El * denota diferencia
significativa respecto al control (Dp40) en al menos un valor de P < 0.05.

El siguiente blogue estuvo compuesto por el control XpressDp40L93-170P vy las
proteinas recombinantes XpressDp40L93-170P/COOHd, XpressDp40L93-
170P/COOHf, XpressDp40L93-170P/COOHe y XpressDp40L93-170P/(NES p.352-363).
De igual manera se analizaron en las mismas tres condiciones anteriores: sin NGF,
con NGF pero sin el desarrollo de neuritas y con NGF con el respectivo desarrollo
neuritico. En la primera condicién (Figura 15-a) se puede observar que tanto la
proteina recombinate XpressDp40L93-170P/COOHd como XpressDp40L93-
170P/COOHf modificaron la localizacidn subcelular de la proteina control Dp40L93-
170P tanto en nucleo como en citoplasma, siendo mucho mas evidente con la
isoforma XpressDp40L93-170P/COOHf, ya que se aprecia un aumento significativo
de la localizacién en el citoplasma y una disminucién importante en nucleo. En la
siguiente condicidn, que corresponde a la exposicién de las diferentes proteinas a
NGF pero sin que éste lograra influir en el desarrollo neuritico, se pudo apreciar que
solamente la proteina recombinante XpressDp40L93-170P/COOHf parecid tener una
influencia en la localizacién nuclear y citoplasmatica del control XpressDp40L93-

170P, ya que se observa una ligera disminucién en nucleo y un aumento relativo en
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citoplasma (Figura 15-b). Por ultimo, en la condicién final, solamente se lograron

encontrar dos grupos de células que desarrollaron neuritas, aquellas que contenian

a la proteina XpressDp40L93-170P y a la XpressDp40L93-170P/COOHT, sin embargo,

ninguno de estos influyd de manera significativa en la localizaciéon de

XpressDp40L93-170P (Figura 15-c).
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Con NGF y desarrollo de
neuritas
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Figura 15. Analisis estadistico de la distribucion de las proteinas recombinantes
XpressDp40L93-170P, XpressDp40L93-170P/COOHd, XpressDp40L93-170P/COOHfT,
XpressDp40L93-170P/COOHe y XpressDp40L93-170P/(NES p.352-363). Porcentaje
de localizacion de las diferentes proteinas recombinantes XpressDp40L93-170P,
XpressDp40L93-170P/COOHd, XpressDp40L93-170P/COOHf, XpressDp40L93-
170P/COOHe y XpressDp40L93-170P/(NES p.352-363). a) en ausencia de NGF. b) en
presencia de NGF y sin desarrollo de neuritas. c) en presencia de NGF y con
desarrollo de neuritas, solo XpressDp40L93-170P/COOHf presentdé desarrollo
neuritico. El * denota diferencia significativa respecto al control (Dp40L93-170P) en
al menos un valor de P < 0.05.

59



DISCUSION

La proteina Dp71, como ya se ha mencionado antes, se expresa en una amplia
variedad de tejidos no-musculares, corresponde al producto del gen DMD que se
expresa con los niveles mds altos en el sistema nervioso (Blake et al., 1992). El
transcrito de Dp71 puede sufrir diversos procesamientos alternativos que dan lugar
a diferentes grupos dependiendo del extremo carboxilo terminal que posean. Los
grupos son Dp71d, Dp71f, Dp7le y Dp40. El grupo Dp71d se caracteriza, por
conservar el exdn 78 que da lugar a un extremo carboxilo terminal de 13
aminodacidos de caracter hidrofilico. En células PC12 la Dp71d se encuentra
distribuida en nucleo y citoplasma (Marquez et al., 2003), sin embargo, se acumula
en nucleo durante las etapas tardias de la diferenciacién con NGF, posiblemente por
ser mediador de respuestas nucleares durante la sefializacion con NGF (Calderilla-
Barbosa et al., 2006; Marquez et al., 2003). Se ha propuesto que este cambio de
localizacion inducido por NGF se deba a la fosforilacion de la proteina Dp71d, en el
exén 79, por la proteina-kinasa Il dependiente de Ca+2/caldmodulina (Calderilla-
Barbosa et al., 2006). Adicionalmente, se ha sugerido que Dp71d puede moverse
entre el nucleo y el citoplasma gracias a los transportadores nucleares
convencionales: importina alfa/pB y la exportina CRM1, dichos transportadores se
guian por una NLS (Senal de localizacién nuclear) localizada en el dominio ZZ
(Suarez-Sanchez et al., 2014).

El grupo Dp71f posee una localizacion principalmente citoplasmatica con una
proporcién muy baja de proteina nuclear,(Marquez et al., 2003), pero al estimular la
diferenciacién con NGF, cambia su localizacién del citoplasma a la periferia celular
(procesos neuriticos). Tomando dichos antecedentes, se sugiere que la localizacién
subcelular de las distintas isoformas de Dp71 es modulada por el extremo carboxilo
terminal de cada grupo.

Sin embargo, los diferentes extremos carboxilo terminales de cada grupo no son los
Unicos involucrados en la localizacidn diferencial de las diferentes isoformas de

Dp71. Existe otra isoforma de Dp71: la proteina Dp40, la cual abarca los exones 63 al
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70 que comparte con Dp71(Aragon et al., 2015). En células PC12 sin diferenciar, la
proteina Dp40 posee una localizaciéon en periferia/citoplasma, sin embargo, al
estimular la diferenciacién con NGF, una pequefia cantidad de esta proteina se
localiza en nucleo. Existe una mutante de la proteina Dp40, la cual tiene un cambio
de Leucina por Prolina en las posiciones 93 y 170, dichas mutaciones se encuentran
en los dominios “EF-hands” y le confieren un cambio de localizacién subcelular,
dicha mutante se encuentra localizada principalmente en nucleo. Estos resultados
sugieren que los dominios “EF-hands” estan involucrados en la distribucion

diferencial de la distrofina Dp40 (Aragon et al., 2015), y por consecuencia, de Dp71.

En este trabajo se llevd a cabo la construccion de vectores que contuvieran las
proteinas recombinantes Xpress/Dp40/COOHd, Xpress/Dp40/COOHT,
Xpress/Dp40L93-170P/COOHd, Xpress/Dp40L93-170P/COOHf, Xpress/Dp40L93-
170P/COOHe, Xpress/Dp40L93-170P/(NES p.352-363), para asi poder evaluar el
efecto que tiene el extremo carboxilo terminal en la localizacién subcelular de Dp40
y Dp40L93-170P en dos condiciones diferentes: en presencia y ausencia de NGF.

En ausencia de NGF se puede apreciar que las células que contienen a las
construcciones XpressDp40, XpressDp40/COOHd y XpressDp40/COOH(, es decir, las
construcciones que contienen a Dp40 silvestre, se localizaron de manera
preferencial en la periferia celular y un poco en citoplasma y nucleo, esto corrobora
lo que ya se tenia reportado en la literatura (Aragon et al., 2015; Calderilla-Barbosa
et al., 2006; Marquez et al., 2003), dicha localizacidon podria deberse a que Dp40
posee la regién de unidén a B-distroglicano (Tadayoni et al.,, 2012; Tozawa et al.,
2012), por tanto, estaria unida a la periferia celular. Por otro lado, su localizacién en
nucleo podria tener las siguientes explicaciones: a) que Dp40 con los diferentes
extremos carboxilo migre al nucleo junto con B-distroglicano bajo ciertas
condiciones (Lara-Chacon et al., 2010; Vasquez-Limeta et al., 2014), b) que debido a
un cambio conformacional no interaccione con B distroglicano y/o actina y migre al

nucleo utilizando un sitio putativo de importe nuclear (Suarez-Sanchez et al., 2014).
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Por otro lado, al estimularse la diferenciacién con NGF, se observaron cambios de
localizacion en cada una de estas construcciones, obteniéndose dos tipos de
poblaciones: una poblacién con neuritas y otra que no las desarrolld. En las
poblaciones que no presentaron neuritas, la XpressDp40 silvestre,
XpressDp40/COOHd y  XpressDp40/COOHf presentaron una localizacidn
excepcionalmente alta en nucleo y periferia, sin embargo, XpressDp40/COOHd
presentd un fendmeno adicional, ya que la abundancia relativa de la proteina en
nucleo se encontraba ademas en los nucléolos, situacion que no se presentd en
ninguna otra construccion. Se ha reportado a Dp71d en el nucléolo y en
nucleoplasma (Rodriguez-Munoz et al., 2008), tal vez esta proteina esté involucrada
en la estabilidad de dicha estructura en cooperacion con B distroglicano, durante el
proceso de diferenciacién (Martinez-Vieyra et al.,, 2013). Sin embargo,
XpressDp40/COOHf mostré un comportamiento inesperado, ya que la poblacién sin
desarrollo neuritico (en presencia de NGF) presentd una localizacién en forma de
cumulos en el nucleoplasma y lo que parece ser reticulo endopldsmico, pero no en
nucléolo, una posible explicacion podria ser que normalmente la Dp71f viaja al
nucleo y ahi interacciona con [ distroglicano (Rodriguez-Munoz et al., 2008), pero
su estadia en éste podria ser pasajera regresando al citoplasma por medio de
sefales de exporte nuclear, sin embargo, debe considerarse que en esta
construccion se elimind la senal putativa de exporte nuclear localizada en el exén 75
(Suarez-Sanchez et al., 2014), tal vez el extremo carboxilo terminal de esta isoforma
no sea capaz de sacar a la proteina del nucleo bajo el estimulo de NGF. La segunda
poblacién, que desarrollé neuritas, presentd6 a XpressDp40 silvestre,
XpressDp40/COOHd y XpressDp40/COOHT en la periferia celular en todos los casos,
lo cual tiene sentido, debido a que Dp71d estd involucrada en el crecimiento
neuritico, su sobre-expresion aumenta la extensién de las neuritas (Rodriguez-
Munoz et al., 2008) y Dp71f modula la adhesién de las células PC12 al interactuar

con el complejo de proteinas asociado a distrofina.
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El segundo grupo analizado estd conformado por las proteinas recombinantes
XpressDp40L93-170P, XpressDp40L93-170P/COOHd, XpressDp40L93-170P/COOHT,
XpressDp40L93-170P/COOHe y XpressDp40L93-170P/(NES p.352-363) las cuales
también se sometieron a condiciones de ausencia y presencia de NGF. De este
grupo, las proteinas  XpressDp40L93-170P, XpressDp40L93-170P/COOHd,
XpressDp40L93-170P/COOHe y  XpressDp40L93-170P/(NES  p.352-363) no
presentaron cambios en la localizacidn ni en ausencia ni en presencia del estimulo
con NGF, posicionandose siempre en el nucleo de la célula. La proteina
XpressDp40L93-170P/COOHf presentd dos poblaciones en ausencia de NGF: en la
primera poblacidn se observa a la proteina parcialmente en citoplasma y en la
segunda practicamente se encontrdé Unicamente en citoplasma. Después del
estimulo con NGF su localizacion cambio a nucleo pero sin formar ningln tipo de
cumulos, (como se presento con la proteina recombinante XpressDp40/COOH() esto
posiblemente se deba a que la proteina recombinante XpressDp40L93-170P/COOHf
posee mutaciones en los sitios “EF-Hands” que pudieran estar impidiendo la
correcta unidon con B distroglicano (Rentschler et al., 1999) y no le permitan
localizarse en la periferia celular, periferia nuclear, nucléolos ni al nucleoplasma, por

tanto, no posee una localizacidn especifica en nucleo.
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CONCLUSIONES

El extremo carboxilo terminal de los diferentes grupos de isoformas de Dp71 tiene
una participacion importante en definir la localizacidn subcelular que tienen dichas
isoformas en base a las evidencias siguientes:

El extremo carboxilo terminal del grupo d fue suficiente para re localizar a la
proteina XpressDp4O0 silvestre de la periferia celular al nucleo y a los nucléolos bajo
el estimulo de NGF.

El extremo carboxilo terminal del grupo f por si mismo fue capaz de cambiar la
localizacion de la proteina XpressDp40L93-170P (nuclear) al citoplasma en ausencia
de NGF. Sin embargo, la sefial de exporte nuclear putativa del extremo carboxilo del
grupo f (MADDLGRAMESL), no es suficiente para lograr cambiar la localizacién de
XpressDp40L93-170P del nucleo al citoplasma ni en ausencia ni en presencia de NGF.
El proceso de diferenciacién influye sobre la localizacion de las proteinas
recombinantes XpressDp40/COOHd, XpressDp40/COOHf y XpressDp40L93-
170P/COOHT analizadas.
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