CENTRO DE INVESTIGACION Y DE ESTUDIOS
AVANZADOS DEL INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL

UNIDAD ZACATENCO

DEPARTAMENTO DE GENETICA Y BIOLOGIA MOLECULAR

“MECANISMOS MOLECULARES QUE DETERMINAN LA LOCALIZACION
SUBCELULAR DIFERENCIAL DE LAS DISTROFINAS Dp17d y Dp71f”

Tesis que presenta

IBQ. ALMA NELY ALAMILLO INIESTA

Para obtener el Grado de
Maestra en Ciencias

En la Especialidad de
Genética y Biologia Molecular

Director de Tesis:

Doctor Bulmaro Cisneros Vega

Meéxico, D.F. Agosto 2016



Este trabajo fué realizado en el departamento de Genéticay
Biologia Molecular del Centro de Investigacion y Estudios
Avanzados del I.P.N bajo la tutoria del

Dr. Bulmaro Cisneros Vega

El presente trabajo fue apoyado por el CONACYT a través del
proyecto .........

Durante la realizacion del mismo, la estudiante Alma Nely
Alamillo Iniesta fue apoyada como becaria del CONACyT con
el nimero de registro 299182



Dedico este trabajo a una mujer fuerte, aguerrida, intensa,
admirable, bondadosa y sensible; a mi madre. A ti mujer
hermosa por amarme tanto incondicionalmente; cada una de
tus cualidades y defectos que se traducen en consejos,
abrazos, sonrisas y miradas, han sido el pilar que me ha
sostenido e impulsado a seguir mis suefos.

Dicen que los hijos son el espejo de los padres, mas yo sé que
me falta mucho para poder alcanzar lo maravillosa que eres.
Te amo.



AGRADECIMIENTOS

Al Dr. Bulmaro Cisneros Vega por haberme dado la oportunidad de pertenecer a su laboratorio
a pesar de la situacién en la que me encontraba cuando llegue. Gracias por haber puesto en mis
manos este proyecto y confiar en mi, por compartirme parte de su sabiduria, y por cada consejo
que ayudo a desarrollarme tanto profesional como personalmente. Gracias por haberse
convertido no sélo en mi asesor, sino también en mi amigo, gracias por el apoyo y comprension
incondicional. Lo quiero mucho Doctor.

A la Dra. Maria del Rocio Suarez Sdnchez y al Dr. José Efrain Garrido Guerrero, gracias por todas
las platicas y consejos tanto de trabajo como personales que me regalaron, ademas de por su
ejemplo como investigadores. Gracias por todos sus comentarios, criticas y consejos que
ayudaron a enriquecer este proyecto.

A mis padres Juana Iniesta Bastida y Oscar Alamillo Bernal, por darme el privilegio de tenerlos a
mi lado aungque no sea fisicamente, gracias por creer en mi, por darme un excelente ejemplo de
vida y convertirme en la mujer que soy, por ensefiarme a amarme, respetarme y a comprobar
gue con esfuerzo siempre alcanzaré todos mis suefios. Los admiro y los amo.

A mis hermanos Hilda y Oscar por crecer y compartir cada etapa de mi vida, por estar a mi lado
a pesar de la distancia y tener siempre para mi un consejo, por dejarme disfrutarlos y también a
sus pequefios hijos, por convertirse en una de mis razones de seguir. Gracias por esas miradas
de amor y momentos de complicidad. Los amo.

Al Dr. Everardo Curiel por haber sido la primera persona que me ensefio lo maravillosa que es la
ciencia y por ser el ser humano mas completo que he conocido. Lo quiero mucho.

A mis compafieros de laboratorio Jdd, Ari, Gris, Pau, Ricardito, Amigou, Wendy, Ruth y Eli, por
adoptarme como una familia, gracias por cada conocimiento, consejo, platica, juego, risa, por
cada momento que compartieron conmigo haciendo que esta etapa quede por siempre en mi
corazoén. Los quiero mucho. Gris, gracias por compartir todos tus conocimientos conmigo, eres
una persona admirable. También, gracias a lvan e lan por ser llegar y convertirse en mis amigos.

A Pablo Gémez, auxiliar del laboratorio, por su ayuda técnica, y sus conocimientos que ayudaron
al desarrollo mi proyecto. A Lupita de la unidad de secuenciacion, Arturo de la cocina
bactereologica, Gabriela Mora de coordinacién académica, Linda secretaria del Dr. Bulmaro, por
todo lo que me ayudaron en el desarrollo de este proyecto. Gracias por haber sido siempre tan
amables cuando los necesite.

A Sergio, “me has conocido en un momento extrafio de mi vida”, mas le has dado un toque
maravilloso, gracias por ser paciente y comprenderme con tantas cosas que hay en este
momento en mivida, gracias por regalarme y compartirme un poco de ti. Te quiero mucho.

A todos aquellos que no son parte de mi familia, pero se han convertido en personas entrafiables
en mi corazén, Grace, Paty, Salma, Vick, Dani, Erick, Jorgito, Ricardo, Rall, gracias por hacer mi
vida mas agradable, por las risas, los consejos, gracias por compartir su esencia. Los quiero.



CONTENIDO

AGRADECIMIENTOS. ...ttt ettt ettt ettt st b st et beses s sts et be et e ss s et ses bt es et st es et st ens 4
INDICE DE FIGURAS Y TABLAS. ... ettt et et e eee e
RESUMEN . ¢ ettt ettt ettt ettt e s te et beebe e bb e saeeae e et b s beesbe e b sesbeess s et teeeaeenssaeateansaenneees 8
A B ST RACT .ottt ettt ettt e et e e 1t e et e e ehe et beebeeat et tee ehe e et beeabe e et et b beeabe e b bennae et e et teenteerbeas 9
1. INTRODUCCION ... e s 10
1.1 La distrofia muscular de DUChenne (DMD).......ccooiiiiiieiieieeeee ettt 10
1.2 El complejo de proteinas asociado a distrofina (DAPC) ........cevveeeviiierieececeeeeee e 11
LB ELGEN DIMD ...t e ettt e et ettt ettt ettt eanea 12
1.4 Estructura y funcidn de [a distrofina. ... 14
T I T B o 7 A O OO TSRS R URSRRPRTT 16
1.5.1 La Dp71 vy sus variantes de procesamiento alternativo.........ccccceeeecveeee e cvecceievce e 16
1.5.2 Regulacion de la expresion de DP71 ...t 18
1.5.3 Localizacién nuclear de Dp71 vy los componentes del DAPC........cccccoeevveeicveececeienn 18
1.6 ENVOIEUIE NUCIBAI ..ttt ettt sttt sttt beb st ea e e beb e b e 19
1.7 Transporte NUCIEOPIASIMNICO. ..ottt sttt sttt st eb et ebe st es et b e 20
1.7. 2 IMPOIEE NUCIBAI ettt et e et eae e e 20
1.7.2 EXPOITE NUCIBAT ...cuiiii ettt ettt ettt ettt vt s ee st et s e 21
2. ANTECEDENTES DIRECTOS.....o oottt ettt ettt sttt ea e b et eas st evb s e saesaesteeteansans 22
3L JUSTIFICACION ..ot et e 28
B HIPOTESIS oo oo s 28
LU OBIETIVOS. ..ottt et ettt et e s be b e sttt e et e e eae s et b e e bbb eataeereeerae s 29
5.1 OBJETIVO GENERAL. ..ottt ettt sttt ettt et e ebe b e taeste et aeeere s svbesnaeeanes 29
5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS. ...oevvviteiee et 29
6. DIAGRAMA EXPERIMENTAL......... Tttt eerree et eee e et eatbe et eateeaeeeeeeb e ebe ekt et St eeRbe seeebbe sheeateeaneesrnan 30
7. MATERIALES Y METODOS. ...ttt ettt et es e 31
7.1 CUIIVO CEIUIAS HBLA . ittt ettt eseenaens 31
7.2 Obtencidn de extractos proteicos totales mediante lisis celular.......cocvivviieviinceccie e, 31
7.3 Método de Bradford para la Cuantificacion de Proteinas.......ccceevevceieiieceeeriee e 31
7.4 Andlisis de proteinas por electroforesis en geles desnaturalizantes de poliacrilamida 32
7.5 A Ensayo de unidn @ GST (PULL-DOWNY) ..ottt et e 32
7.6 Inmunodeteccion en fase SOlda......ccioi it s 33
7.7 Extraccion y purificacion de plasmidos a baja y mediana escala.......ccccoceeveieecececicicecine, 34
7.7.1 Obtencion de DNA plasmidico a baja escala (MINIPREP) .......ccccoovueviiiiviiiirie e 34
7.7.2 Obtencion de DNA plasmidico a mediana escala (MIDIPREP)........ccccveveveviievieriecvein, 35
7.8 TIANSTECCION ...ttt ettt ettt ettt ettt b et ees e ettt ebs e s et et b et 35

7.9 Tratamiento con Leptomicing B (LMB) ..ot 35



7.10 Cuantificacién de la fraccién nucleo/citplasma (FN/C) woeeovviececeeieecceeeeeeeeee e,
7.11 InmuUNOflUOresCeNCIa INAINECTA. . iiceiiieriie ettt ettt s bes
7.12 Restriccion enzimatica de DINA... ..ottt s st b et sa et en e e
7.13 Obtencion de Clonas Mediante Reaccidn de Ligacion.......ccccuveeeeevirierieee s
7.14 Transformacion DaCTEriaNa.....cc ettt st
7.15 AMPLIfICACION POI PCR...oviei ittt ettt ettt ettt b et st a st
7.16 Secuenciacion Automatizada de DNA ...t st

7.16.1 Obtencion de productos de extension marcados para SeCUENCiar.......ccccveeeeeverennane.

7.16.2 Purificacién de los productos por precipitacion con EDTA.......ccoceiviecevieieice e,

8. RESULTADOS. ...ttt ettt ettt et ettt a1t ea e s be bt essbe st e et saeeae e ebbe s steasaen sbeersaesaeesre s

8.1 El Importe nuclear de la Dp71f es mediado por el sistema de importinas a2 y B1.............
8.2 Interaccion de la distrofina Dp71f con las proteinas de envoltura nuclear emerina y
JAMINA BLuoeii ittt sttt et a e ettt ettt s sttt et b et et ea e
8.3 Expresion de las proteinas recombinantes Dp71d-GFP y Dp71f-GFP en un sistema
DACTEIIANO . 1ttt ettt bbb ettt es bttt ettt es e bbb e
8.3.1 Induccidén de la expresion de las proteinas recombinantes Dp71d-GFP y Dp71f-
GFP 8N DACTEIIA ottt ettt st b et et b bt e

9. DISCUSION ..o e e eee e
10. CONCLUSIONES. ...ttt ees e es e ese s eee e
11, PERSPECTIVAS ...t ee e e eee e eesees e ees e
12, BIBLIOGRAFIA......ooe oot e

42

43

46
48
51
52
53



[NDICE DE FIGURAS Y TABLAS

Figura1 Proteinas del sarcolema. 12
Figura2 Organizacion genémica del gen DMD, situado en Xp21 14
Figura 3 Interacciones de la proteina distrofina en el extremo COOH 16
Figura4 Representacion esquematica de la proteina Dp71 y sus variantes de procesamiento 17
alternativo
Figura5 Topologia de la envoltura nuclear NE 20
Figura6 Mecanismos de importe y exporte nuclear 22
Figura7 Modelo propuesto para el mecanismo de transporte nucleo-citoplasmico de Dp71d 23
Figura 8 Secuencias de Exporte Nuclear de las distrofinas Dp71d y Dp71f 24
Figura9 Acumulacion nuclear de la proteina GFP-Dp71f en células tratadas con el inhibidor del exporte 24

nuclear leptomicina B

Figura 10  Presencia nuclear de la Dp71f enddgena en células HelLa tratadas con el inhibidor del exporte 25
nuclear leptomicina B (LMB).

Figura 11 Funcionalidad de las Sefales de Exporte Nuclear de la Dp71f en el contexto de una proteina 26
heterodloga (GFP)

Figura 12  Localizacién subcelular de la GFP-Dp71f y de las variantes mutantes de la NES. 26
Figura 13 La proteina Dp71f se asocia in vitro con la exportina CRM1. 27
Figura 14  Silenciamiento de la importina 1 40
Figura 15 Localizacién subcelular de la proteina recombinante GFP-Dp71d en las células con 41

deficiente expresion de la importina 1

Figura 16  Distribucion de la proteina recombinante GFP-Dp71f en las células deficientes en la 42
expresion de la importina 31.

Figura 17  La distrofina Dp71f interactia con la emerina 43
Figura 18 La distrofina Dp71f interactia con la lamina B1. 45
Figura 19  Clonacién del cDNA de las isoformas Dp71d y Dp71f en un vector de transito. 45
Figura 20 Restriccion y purificacion del vector pPRSET-GFP y de los fragmentos de cDNA de las 46
isoformas Dp71d y Dp71f.

Figura 21  Construcion de los vectores de expresion bacteriana pRSET-DP71d y pRSET-Dp71f 47
Figura 22  Expresion de las proteinas recombinantes Dp71d-GFP y Dp71f-GFP 41

Tabla1 Oligonucleotidos utilizados en el proyecto 31

Tabla2 Anticuerpos utilizados y condiciones de uso (inmunodeteccién en fase solida) 34



RESUMEN

El gen DMD produce diferentes isoformas de la distrofina, una ellas, la Dp71, se ha
implicado en el retraso mental y la patologia de retina que presentan los pacientes con
distrofia muscular de Duchenne. El estudio de la funcién de la Dp71 se ha complicado por
la serie de eventos de splicing alternativo que sufre. Las dos isoformas de splicing mas
estudiadas son la Dp71d y la Dp71f; de manera interesante, estas isoformas presentan una
distribucion  subcelular diferencial entre si, mientras la Dp71d se localiza
predominantemente en el nucleo, la Dp71f se distribuye exclusivamente en el citoplasma.
La definicién de los mecanismos que determinan la distribucion de cada isoforma es un
paso esencial para discernir la funcién que desempenan en la célula. Previamente
demostramos que la Dp71d tiene un mecanismo de importe nuclear mediado por el
reconocimiento de una sefial de importe nuclear, localizada en su dominio ZZ, por parte de
las importinas a2/B1 y un mecanismo de exporte nuclear dependiente del reconocimiento
de una sefial de exporte nuclear (NES) localizada en su extremo carboxilo terminal, por la
exportina CRM1. De manera intrigante, la sefial de importe nuclear la contiene también la
Dp71f, por lo que es probable que se trasporte al nucleo también sea dependientes de las
importinas a2/31 . Previamente evidenciamos la presencia nuclear de la Dp71f mediante la
inhibicién del exporte nuclear con leptomicina B (LMB), lo que implica que la Dp71f tiene un
mecanismo de importe nuclear. De acuerdo con esta idea, en este estudio demostramos
que el importe nuclear de la Dp71f depende de la importina 1. Sin embargo, su paso por
el nucleo es transitorio ya que si no se inhibe el exporte nuclear se localiza exclusivamente
en el citoplasma. En este estudio demostramos que la Dp71f, asi como la Dp71d,
establecen interacciones con las proteinas de la envoltura nuclear lamina B1 y emerina;
por lo tanto, una asociacion diferencial con proteinas nucleares no es la causa principal de
la localizacion nuclear de la Dp71d y citoplasmatica de la Dp71f. Alternativamente, es
probable que el exporte nuclear de la Dp71f sea mas eficiente que el de la Dp71d.
Consistente con esta idea, la Dp71f contiene en su extremo carboxilo terminal dos NES
funcionales, mientras que la Dp71d contiene solo una. Para corroborar plenamente estos
resultados es necesario llevar a cabo analisis comparativos de las cinéticas de importe y

exporte nuclear de cada isoforma.



ABSTRACT

The DMD gene produces different isoforms of dystrophin and the smallest ONE, Dp71, has
been implicated in mental retardation and retinal pathology exhibited by patients with
muscular dystrophy Duchenme. The study of Dp71 function has been complicated, due to
the high number of alternative splicing events that suffers. The two most studied splicing
isoforms of Dp71 are Dp71d and Dp71f. Interestingly, these isoforms has different
subcellular distribution each other; while Dp71d localizes predominantly in the nucleus,
Dp71f distributes exclusively in the cytoplasm. Definition of molecular mechanisms
underlying the differential distribution of these isoforms is an essential step towards
identification of their particular roles. Previously we demonstrated that Dp71d has a nuclear
import pathway mediated by the recognition of a nuclear import signal, located in the ZZ
domain ZZ, by importin a2 / 1, as well as a CRM1-dependent nuclear export mechanism
that requires an intact nuclear export nuclear (NES) located in the C-terminus. Intriguingly,
the ZZ-containing NLS is shared between Dp71d and Dp71f; therefore, it is likely that Dp71f
has the ability to enter the nucleus too Previously we evidence the nuclear presence of
Dp71f by inhibiting the CRM1-dependent nuclear export pathway with leptomycin B (LMB),
which implies that Dp71f has indeed a nuclear import mechanism. Accordingly to this idea,
we demonstrate in this study that nuclear import of Dp71f depends on importin 1. However,
the nuclear presence of Dp71f is transiently, because it is only evident when the nuclear
export is blocked. In this study we demonstrate that Dp71f and the Dp71d establish
interaction with the nuclear envelope proteins lamina emerin B1; therefore, a differential
association with nuclear proteins is not the main cause of the nuclear localization of Dp71d
and the cytoplasmic one of Dp71f. Alternatively, it is likely that Dp71f has a more efficient
nuclear export mechanisms than DP71d. Consistently, we identified two functional NES in
the carboxyl terminus of Dp71f, while in contrast, Dp71d has only a single NES. It is
necessary to carry out a comparative analysis of the nuclear import and export kinetics of

each isoform, to fully corroborate these results



1. INTRODUCCION

1.1 La distrofia muscular de Duchenne (DMD)
La distrofia muscular de Duchenne (DMD) es un trastorno neuromuscular
hereditario ligado al cromosoma X que se caracteriza por la degeneracion
muscular progresiva y deterioro cognitivo; presenta una incidencia de uno de
cada 3.500 nacimientos de varones [Emery, 1993]. Esta enfermedad es causada
por una mutacién en el gen DMD, dicha mutacién altera la produccién o funcién
de la distrofina, una proteina que se localiza en la unién neuromuscular. La
ausencia de distrofina causa defectos estructurales y en la sefalizacion celular,
lo que origina dafios en las fibras musculares. Con el tiempo, los nifios y
adolescentes con DMD presentan deterioro en la fuerza y funcién muscular. El
resultado principal de esta mutacion es la debilidad muscular progresiva y en
ultima instancia causa la muerte por problemas cardio-respiratorios [Shana et al.,
2007].
La distrofina es un elemento estructural clave de la fibra muscular y tiene la
funcién primaria de estabilizar la membrana plasmatica junto con un complejo de
proteinas asociadas a distrofina (DAPC). Dafios en la membrana plasmatica
pueden conducir a la entrada masiva de calcio y con ello a la perdida de
homeostasis del calcio, por ende a la activacion de proteasas y finalmente a la
muerte celular [Dekoninkc and Dan, 2007].
Por otra parte, se presenta también isquemia muscular en nifios con distrofia
muscular de Duchenne que realizan ejercicio ya que se aumenta la necesidad de
oxigeno. El éxido nitrico (NO) actua como agente vasodilatador y es producido
en las células musculares por la isoforma neuronal de la Oxido Nitrico Sintetasa
(nNOS), dicha enzima se une a la distrobrevina y la sintrofina (componentes del
DAPC). En los musculos con deficiencia de distrofina, la nNOS se deslocaliza del
sarcolema y queda libre en el citoplasma, y por tanto se reduce su cantidad
[Brenman et al., 1995; Crosbie et al., 2002; Sander et al., 2000].
Se sabe que durante el desarrollo neuronal, la distrofina se expresa en el tubo

neural y en areas selectas del eje neuro-posnatal y embriénico; de esta manera



regula distintos aspectos de la neurogénesis, migracion neuronal y diferenciaciéon
celular. Por el contrario, en el cerebro maduro, la distrofina se expresa
preferentemente en subpoblaciones de regiones especificas de neuronas, dentro
de microdominios somadendriticos proximales asociados con las membranas de
las terminales sinapticas. En el adulto, la distrofina modula la integridad de la

terminal sinaptica, la plasticidad sinaptica y la sefalizacion celular [Mehler, 2000].

1.2 El complejo de proteinas asociado a distrofina (DAPC)

El complejo de proteinas asociado a distrofina (DAPC) se ha implicado en la
maduracion estructural y el mantenimiento del sarcolema y de la union
neuromuscular [Grady et. al., 2000]. Este complejo de proteinas, sirve como un
puente para conectar la matriz extracelular con el citoesqueleto; ademas de la
distrofina que se une directamente con la F-actina, los miembros del DAPC
incluyen proteinas intracelulares (a1- y B1-sintrofina, a-distrobrevina, y nNOS),
transmembranales (B-distroglicano, a-, B-, y-, y &-sarcoglicano, y sarcospan )
extracelulares (a-distroglicano y laminina-2) [Blake et. al., 2002; Ehmsen et. al.,
2002; Rahimov and Kunkel, 2013; Rebeca et. al., 2013] (Figura 3).

EI DAPC mantiene la estabilidad estructural del sarcolema durante la contraccion
muscular, mediante la vinculacion del citoesqueleto con proteinas de la matriz
extracelular como la laminina. La integridad del complejo es crucial para la
contraccion de miofibras, para soportar la tensidn mecanica generada por
sarcomeros y para evitar dafio en el sarcolema durante de la contraccion
muscular. Por ende, cuando existe ausencia o dafo de los componentes del
DAPC se desacopla la matriz extracelular del citoesqueleto, lo que provoca en
ultima instancia la ruptura de la membrana muscular y su necrosis posterior
[Petrof et al., 1993; Carlson, 1998; Meier and Ruegg, 2000; Ervasti 2007].
Ademas de su papel en el mantenimiento de la integridad muscular, el DAPC
puede participar activamente en los eventos de transduccion de sefales, por
medio de la asociacién del DAPC con moléculas de sefializacion, tales como
nNNOS, la tirosina cinasa ErbB4, las proteinas SAPK, calmodulina, CaMKIl, y la
proteina cinasa A (PKA) [Blake et. al 2002; Ehmsen et. al., 2002; Pilgram et. al.,



2010]. La pérdida de la distrofina altera las propiedades del receptor de
acetilcolina (AChR), provocando que las células sean mas permeables a Ca?".
[Carlson,1998; Kong and Anderson, 1999; Sancar et. al., 2011]. También se ha
observado que el DAPC controla la localizacion de los canales de sodio/potasio,
importantes en la sefializacién y en la activacién de receptores [Hongkyun et. al.,
2009; Sancar et. al., 2011].

La falta de distrofina o perdida, debido a mutaciones del gen de DMD, promueve
la desintegracién DAPC y por consiguiente el desarrollo de la distrofia muscular
[Koenig et. al., 1989]. Del mismo modo, las mutaciones en genes que codifican
para otros componentes de la DAPC, como los sarcoglicanos, dan lugar a otras
formas de distrofia muscular como las distrofias musculares congénitas
[Kanagawa and Toda, 2006; Daniele et. al., 2007].

Figura 1: Proteinas del sarcolema. La subunidad a2 de la laminina interactia directamente con el a-
distroglicano glicosilado, que a su vez interactia con el B-distroglicano en la parte transmembranal. El
N-terminal y las repeticiones tipo espectrina de la distrofina, se unen a la F-actina del citoesqueleto. El
dominio rico en cisteina de la distrofina se une al 3-distroglicano y el dominio C-terminal adyacente se une
a la a-distrobrevina y sintrofina. La proteina plectina se une al B-distroglicano, y la distrofina y conecta la
desmina FI con el DAPC. Los microtubulos también interactan con la distrofina. Las pequefas
repeticiones ricas en leucina de los proteoglicanos y biglicanos de la matriz extracelular se unen al a- y y-
sarcoglicano y al a-distroglicano. Las sintrofinas se unen a la distrofina, la a-distrobrevina, la nNOS y la
caveolina-3. El dimero de integrina a731 se une a la laminina extracelular y a la F-actina intracelular, a
través de las proteinas vinculina (V) y talina (T) (Tomado y modificado de Rahimov and Kunkel, 2013)

12



1.3 El gen DMD

El gen DMD, localizado en el locus Xp21, es el mas grande identificado a la fecha
(> 2,5 Mbp), corresponde al 1.5% del cromosoma Xy el 0.1% de todo el genoma
humano. Su secuencia comprende 79 exones, que codifican para una proteina
del citoesqueleto de 427 kDa (3, 685 residuos) designada como distrofina [Koenig
1987].

El gen DMD exhibe una regulacion transcripcional, contiene al menos siete
promotores (Figura 2A), con una regulacion tejido especifica y durante el
desarrollo. Hay tres transcritos provenientes de promotores separados que
originan isoformas de longitud completa. El promotor Dp427M esta activo en el
musculo esquelético y liso, en las células gliales del SNC y las células
endoteliales vasculares; el promotor Dp427B funciona en neuronas corticales, del
hipocampo (region CA 1-3) y neuronas piramidales. Por su parte el promotor
Dp427P tiene actividad en la corteza cerebral fetal y en células de Purkinje del
cerebelo maduro. Ademas el gen DMD produce cuatro transcritos cortos
codificados por promotores internos que conllevan a la traduccién de isoformas
truncadas. El promotor de la distrofina Dp260 es activo en la sinapsis que ocurre
entre las células bipolares y el fotoreceptor de la retina, mientras que el promotor
de la Dp140 funciona en el rifion, en los procesos astrogliales, a lo largo de los
vasos sanguineos, y en la neurohipdfisis. ElI promotor que dirige la expresion de
la distrofina Dp116 tiene actividad en las etapas finales de la maduracién del
cerebro fetal humano y en el diencéfalo postnatal (promotor). Finalmente, el
promotor de la Dp71 actua en las células madre embrionarias tempranas (en las
zonas de las interacciones epitelio-mesenquimales), en el mesencéfalo
embrionario y rombencéfalo, en el cerebro perinatal durante las etapas de
diferenciacion neural terminal y en el prosencéfalo embrionario. La actividad de
este promotor continia hasta la vida adulta, especificamente en la corteza
cerebral, en las neuronas granulares de giro dentado del hipocampo, el bulbo
olfatorio, la pituitaria y la retina; ademas, en las regiones neocorticales asociados
con el mantenimiento de la neurogénesis y la plasticidad sinaptica. A nivel

subcelular, los transcritos originados a partir de este promotor se localizan en



asociacion con las vesiculas sinapticas, los microsomas y las mitocondrias, asi
como en la corteza cerebral y el cerebelo. [Schofield et al., 1994; Goreck et
al.,1995; Cisneros et al., 1996; Holder et al., 1996; Sadoulet-Puccio y Kunkel,
1996; Ceccarini et al.,1997; Kimura et al.,1997; Lidov y Kunkel, 1997; Imamura y
Ozawa, 1998; Lumeng et al., 1999; Sarig et al., 1999;]
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Figura 2 A: Organizacion genoémica del gen DMD, situado en Xp21. Las lineas verticales negras
representan los 79 exones del gen, distribuidos en alrededor de 2,5 millones de bases. Las flechas indican
los diferentes promotores de cerebro (B), musculo (M), y células de Purkinje (P). B: Dominio de las
isoformas de la distrofina. (Tomado y modificado de Muntoni et al., 2003).

1.4 Estructura y funcion de la distrofina
La distrofina es una proteina intracelular que se localiza en la superficie interior
del sarcolema, y tiene cuatro dominios funcionales (Figura 2B):
Dominio de unién a actina: los aminoacidos del extremo N-terminal de la

distrofina, muestran una clara homologia con secuencias de las familias de la
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espectrina y la a-actinina, las cuales se unen a la F-actina; de hecho se ha
corroborado la unién de la distrofina con la F-actina.

Dominio central: Consiste en una region de 24 repetidos similares a las
repeticiones de triple hélice de la espectrina; por lo tanto, este dominio también
se llama "tipo espectrina". Estas repeticiones son interrumpidas por cuatro
regiones de bisagra ricas en prolina que se cree que son para dar la molécula
una estructura de varilla flexible similar a la espectrina [Blake et al., 2002].
Dominio rico en cisteina: La regién comprende lo siguiente: un dominio WW;
es un dominio globular de 38 a 40 aminoacidos con dos residuos de triptofano
conservados, separados entre si por 20-22 aminoacidos. Este dominio
interacciona con la secuencia Pro-Pro-x-Tyr (donde x es cualquier aminoacido)
del B-distroglicano. El sub-dominio “EF-hand” consiste de un region estructural
hélice-bucle-hélice presente en una gran familia de proteinas de unioén a calcio,
consiste de dos a-hélices posicionadas mas o menos perpendicularmente entre
si y unidas por una regién de bucle corto, que une iones de calcio. Este sub-
dominio aumenta la afinidad del dominio WW por el 3-dystroglycano [Rentschler
et al., 1999]. El sub-dominio ZZ de dedos de zinc esta conservado, y se cree que
estabiliza los dominios WW y EF-hand fortaleciendo la interaccion global entre
la distrofina y el B-distroglicano [Ponting et al., 1996; Hnia et al., 2007]. El nombre
“‘dominio rico en cisteinas”, es inapropiado, ya que sélo cinco de los quince
aminoacidos estan conservados (cisteinas en la distrofina humana), cuatro de los
cuales se ligan al metal del dominio ZZ [Roberts, 2001].

Dominio carboxilo-terminal: La primera mitad del dominio C-terminal interactua
con el dominio ZZ, fortaleciendo su union con el B-distroglicano. [Hnia et al.,
2007]. EI COOH terminal de la distrofina contiene dos regiones en forma de hélice
superenrrollada, estos dominios se denominan como regiones CC (Coil-coiled);
en esta region, se encuentra el sitio de unién a la a-distrobrevina. Ademas, el
carboxilo terminal tiene dos sitios de unién a la sintrofina, que por medio de sus
dominios PDZ interactua con otras proteinas pertenecientes al DAPC [Blake et
al., 1995, 2002; Suzuki et. al., 1994] (Figura 3).



Sarcoglycan- Dystroglycan

SAFCOSpan complex complex
pr— —
. ErbB4 Ha+ Channal
Sarcolamma
—S5S|a|f|r |5

B [Foz

e i e Syn e o i
wrd

Dystrophin Dystrobrevin

Figura 3: Interacciones de la proteina distrofina en el extremo COOH. Se observa la existencia de dos
secuencias de union a sintrofina tanto en la distrofina como en la a-distrobrevina. Cuatro posibles proteinas
de unién sintrofina se muestran; el receptor ErbB4 de la tirosina quinasa, canal de sodio dependiente de
voltaje, la nNOS (sintasa neuronal de éxido nitrico) y SAPK (proteina de estrés que activa la quinasa-3),
(Tomado y modificado de Blake et. al., 2002).

1.5 La Dp71
Recientemente, el estudio de la Dp71 ha adquirido relevancia debido a que el
déficit de esta proteina se ha implicado con el retraso mental y la disfuncién de
la retina en pacientes con DMD, dos fenotipos principales no musculares de la
DMD. También se ha observado experimentalmente la participaciéon de Dp71 en
diferentes procesos celulares, incluyendo la adhesion celular, la homeostasis del
agua, la division celular y la arquitectura nuclear. Diferentes estudios han
corroborado la funcionalidad de Dp71 en la formacion del DAPC en numerosos
tipos de células y diferentes compartimentos subcelulares, como la membrana
plasmatica y el nucleo.

1.5.1 La Dp71 y sus variantes de procesamiento alternativo
El gen Dp71 se genera a partir de un mRNA de 4.8- a 6,5 kb se encuentra en
distintos tejidos como el cerebro, rifidn, higado, testiculos, pulmon y estobmago,
con excepcidon musculo esquelético [Bar et. al., 1990; Blake et. al., 1992; Hugnot
et. al.,, 1992]. Este transcrito es generado a partir de un promotor situado a la
parte distal del gen de la DMD, entre los exones 62 y 63, que da lugar a una
proteina de 70-75 kDa [Lederfein et. al., 1991].
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La Dp71 contiene el dominio rico en cisteinas y el dominio C-terminal flanqueados
por un motivo de unién a actina de siete aminoacidos unicos en el N-terminal
[Howard et. al., 1998].

Diferentes estudios establecen que se llevan a cabo procesamientos alternativos
en el MRNA de la Dp71 en los exones 71-74, 71 y 78, dando lugar a diversas
isoformas de la proteina. La pérdida de los exones 71-74 (330 pb) no afecta al
marco de lectura, pero elimina el sitio de unién a la sintrofina y genera una
proteina con un peso molecular predicho de 58-60 kDa. El cambio en el dominio
C-terminal, surge de la escision del exon 78, dando como resultado un cambio
del marco de lectura que reemplaza los ultimos 17 aminoacidos hidrofilicos, por
31 aminoacidos hidrofébicos, formandose asi un extremo C-terminal hidrofébico
[Feener et. al., 1989; Bies et. al., 1992; Kramarcy et. al., 1994 Ceccarini et. al.,
1997; Austin et. al., 2000]. Segun la nomenclatura de GenBank las isoformas de
la Dp71 se denominan de esta manera: Dp71a (con los exones 71y 78); Dp71b
(sin el exén 71); Dp71ab (sin los exones 71y 78); y Dp71c (sin exones 71- 74)
(Figura 4). La Dp71a también es conocida Dp71d, y las Dp71b y Dp71ab, como
Dp71f.
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Figura 4: Representacion esquematica de la proteina Dp71 y sus variantes de procesamiento
alternativo. Se muestran los siete aminoacidos unicos del N-terminal, el dominio rico en cisteina y el
dominio C-terminal, asi como los sitios de unién al distroglicano y la sintrofina. Los exones empalmados se
indican en cada isoforma. La pérdida del exén 78 provoca un cambio en el marco de lectura, en donde los
ultimos 13 aminoacidos de Dp71 son sustituidos por 31 aminoacidos hidrofébicos. La pérdida de los exones
71-74 provoca una eliminacion de 330pb en el marco, que codifica para 110 aminoacidos correspondientes
al dominio de unién a la sintrofina (Tomado y modificado de Tadayoni et. al., 2012).



1.5.2 Regulacion de la expresién de Dp71

La expresion de la Dp71 se modula principalmente a nivel transcripcional. Se
sabe que el promotor de la Dp71 se encuentra en el intron que esta entre los
exones 62 y 63 del gen DMD, que se encuentra a mas de 2.000 kb del extremo
3' y asolo 150 Kb del extremo 3' del gen [Lederfein et. al., 1991]. El promotor
carente de caja TATA, tiene una region rica en GC, en donde se localiza un sitio
de unién especifico para la proteina Sp1, la cual al unirse estabiliza la maquinaria
transcripcional y define el sitio de inicio de transcripcion.[ Austin et. al., 1995;
Pemberton et. al, 2005]. Una region promotora proximal (224pb) contiene cuatro
sitios de union para Sp1 y uno para la proteina de activacion 2 (AP2), los cuales
son necesarios para la expresion basal de la Dp71, tanto en las células
musculares como en las neuronas [Baliga et. al., 2003]. En mioblastos, Sp1,
junto con la proteina de especificidad 3 (Sp3), transactiva el promotor de la Dp71;
sin embargo, los niveles de las proteina Sp1 y 3 disminuyen durante la
diferenciacion de células de musculo, en ultima instancia, causando regulacién a
la baja del promotor en las células musculares maduras [de Ledn, et. al., 2005;
Morales-Lazaro, et. al., 2010].

En la miogénesis temprana, la Dp71 se expresa para participar en la
remodelacion del citoesqueleto [Heilman et. al., 2003], mientras que en las fibras
musculares maduras su expresion disminuye para permitir la expresion de la
distrofina de 427Kd, que es el producto del gen DMD predominante, evitando asi
la competencia entre estos sitios de unidén disponibles para el DAPC. [Garcia-
Tovar et. al., 2001]. Por otro lado, la expresion basal de DpP71 en las neuronas
diferenciadas es controlado por la accion combinada de Sp1 y la proteina de
activacion 2a (AP2a), reguladores positivos y negativos, respectivamente.

1.5.3 Localizacién nuclear de Dp71 y los componentes del DAPC

Como ya se ha mencionado, la distrofina Dp71 se asocia con la membrana
citoplasmatica, sin embargo, se ha observado que las isoformas Dp71d y Dp71f
estan presentes en los extractos nucleares obtenidos de las neuronas del
hipocampo [Tomizawa et. al., 2008]. Curiosamente, se ha demostrado que el

splicing alternativo determina la localizacion subcelular de las isoformas de Dp71



[Gonzalez E., et. al., 2000] Mediante un analisis por microscopia confocal en las
lineas celulares HelLa, C2C12, y N1E-115, utilizando plasmidos que expresan
las diferentes variantes de splicing de la Dp71 fusionadas a GFP, se revel6 que
la isoforma Dp71 que carece del exon 78 (Dp71f) se localiza exclusivamente en
el citoplasma, mientras que las variantes que contienen el exon 78 (Dp71d)
mostraron una localizacion nuclear predominante. Consistente con esto, los
ensayos de inmunofluorescencia, en células PC12 demostraron que la Dp71d
exhibe una localizacién nuclear predominante, mientras que Dp71f se localiza
exclusivamente en el citoplasma [Jans et. al., 2000].

Se encontrdé por fraccionamiento celular y la inmunoprecipitacion de extractos
nucleares que la Dp71 se encuentra en el nucleo en conjunto con los
sarcoglicanos, el B-distroglicano, la sintrofina, y la distrobrevina, y que todos
estos componentes se ensamblan en un DAPC nuclear en diferentes lineas
celulares; Hela, C2C12 y PC12 [Roth et. al., 2007].

1.6 Envoltura nuclear
La envoltura nuclear (NE), caracteristica de las células eucariotas, es una
membrana doble bien organizada que envuelve el genoma nuclear [Kite, 1913].
La NE no solo cumple un papel critico en la proteccion del genoma, sino que
también representa una membrana altamente especializada que proporciona
sitios de anclaje para la cromatina y el citoesqueleto (D'Angelo y Hetzer 2006).
La membrana nuclear interna (INM) y externa (ONM) son continuas con el reticulo
endoplasmico (ER) [Watson, 1955], pero a pesar de la continuidad de lipidos
entre el NE y el ER, la ONM y la INM se componen de diversos grupos de
proteinas que normalmente no se encuentran en el ER [Hetzer et al., 20095]. La
conformacion de la NE esta dada por diferentes grupos de proteinas (figura 5); el
primero esta formado por 30 polipéptidos diferentes, llamados nucleoporinas o
Nups, que forman los complejos de 40-70MD del poro nuclear (NPCs) [Tran y
Wente, 2006; D'Angelo y Hetzer, 2008]. Los NPCs son canales acuosos que
muestran simetria rotacional de ocho veces con un diametro exterior de 100 nm

y un canal de transporte central de 40 nm de didmetro, a través del cual se lleva



a cabo un intercambio bidireccional de proteinas, RNA y complejos de
ribonucleoproteinas entre el nucleoplasma y citoplasma [Beck et al., 2004;. Beck
etal., 2007]. Un segundo grupo de proteinas de la NE se localiza especificamente
en la INM, aunque la mayoria de estas proteinas integrales de membrana no se
han caracterizado, la interaccion con las laminas y la cromatina se ha demostrado
para algunas de ellos y cada vez es mas claro que las proteinas del INM
desempenan papeles vitales y diversas en el nucleo, como la organizacion de la
cromatina, la expresion geénica, y el metabolismo del DNA. Entre las proteinas
mas estudiadas se incluye el receptor de la lamin B (LBR), el polipéptido asociado
lamina (LAP) 1, LAP2, la emerina, y Man1 [Bengtsson y Wilson, 2004; Akhtar y
Gasser 2007; Reddy et al., 2008]. En la capa interna de la envoltura nuclear se
localiza predominantemente la emerina, la cual es una proteina integral de
membrana que esta involucrada en una amplia diversidad de procesos
bioldgicos tales como la actividad de factores de transcripcion, la sefializacién

celular y la estructura nuclear.

15

I
/

[

BN navepnn
= UL U e

Figura 5: Topologia de la envoltura nuclear NE. Las membranas nucleares interna y externa (INM y ONM,
respectivamente) estan separadas por el lumen del RE o espacio perinuclear (PNS). La lamina nuclear
interactua con proteinas de la NE y de la cromatina. Las proteinas de la INM unen la NE con la cromatina
y la lamina. Las proteinas de la ONM proporcionan una conexion desde el nucleo al citoesqueleto. El
receptor de lamina B (LBR) interactua con las laminas de tipo B y la proteina de heterocromatina 1
asociada a la cromatina (HP1), en conjunto con las histonas centrales. Los miembros de la familia del
dominio LEM (Proteina asociada a la lamina 2 [LAP2], Emerina, Man1) (rosa) se unen a las laminas e
interactuan con la cromatina a travez de BAF. Las proteinas Sun (dom 1y 2) interactuan con nesprinas en
la ONM, formando asi los llamados complejos LIN que establecen conexiones a actina y filamentos
intermedios en el citoplasma. Mediante enfoques protedmicos se han identificado 60 proteinas
transmembrana putativos (TNE), la mayoria de los cuales permanecen sin caracterizar. (Martin W. Hetzer,
2012)

Una tercera clase de proteinas de la NE se encuentra especificamente en la
ONM. Estas proteinas interactuan con proteinas de la membrana nuclear interna



dentro del espacio periplasmico de la NE [Starr y Han 2003;. Wilhelmsen et al
2006]. Tambien se ha demostrado que interactuan indirectamente con el
citoesqueleto de actina. Este ultimo grupo de proteinas de la NE lo constituyen
las laminas, una malla de filamentos intermedios que se compone de laminas de
tipo A, By C [Gruenbaum et al., 2000]. Aunque se ha demostrado que la lamina
es critica para la estabilidad nuclear, en particular en tejidos que estan expuestos
a fuerzas mecanicas tales como las fibras musculares, ha quedado claro que las
laminas juegan también papeles importantes en funcion de la cromatina y la
expresion génica [Dechat et al., 2008; Reddy et al., 2008].

Los mayores componentes de las laminas nucleares son las laminas de tipo Ay
B, las cuales son miembros de la familia de proteinas de filamentos intermedios
de tipo V. Las laminas de tipo B se expresan de manera constitutiva a través del
desarrollo y cada tipo célular expresa por lo menos un tipo de lamina B, estas
proteinas contienen una modificacién estable de su extremo C-terminal, el cual

es importante para su anclaje a membrana nuclear.

1.7 Transporte nucleoplasmico
El transporte nuclear generalmente involucra el reconocimiento de secuencias
presentes en las proteinas cargo por factores solubles (miembros de la familia de
las importinas en un proceso de translocacion que es dependiente de energia en
contra de un gradiente de concentracion) [Wagstaff and Jans, 2009].

1.7.1 Importe Nuclear
Las proteinas de bajo peso molecular entran al nucleo por difusion pasiva,
mientras que aquellas mayores a 45 KDa son excluidas. El transporte de estas
proteinas mayores de 45 KDa involucra el reconocimiento de Sefales de
Localizacion Nuclear (NLS) por miembros de la familia de las importinas. Las
NLSs son pequefios segmentos de aminoacidos basicos, llamadas sefiales
mono-partitas por ejemplo, la NLS del antigeno T del virus SV40 '2PKKKRRV132
[Kalderon et al., 1984], o sefales bi-partitas, compuestas por dos regiones de
aminoacidos basicos separadas por una regién de 10 a 12 aminoacidos, por
ejemplo la NLS de la nucleoplasmina 15 KRPAATKKAGQAKKKK'7? [Robbins et



al., 1991]. El reconocimiento de las NLSs lo lleva a cabo la subunidad a del
heterodimero a/f. La subunidad 3 es quien se ancla al NPC seguido de una
translocacion al nucleoplasma. La disociacién del complejo ocurre en el nucleo
mediante la union de nucledtidos de guanina unidos a la proteina Ran, en su
forma de GTP (RanGTP), a la subunidad 3, lo que desplaza a la importina a.
Después de esta disociacion, las importinas regresan al citoplasma para otro ciclo
de importe [Wagstaff and Jans, 2009].
1.7.2 Exporte Nuclear

En sentido analogo, proteinas dentro del nucleo que contienen una Senal de
Exporte Nuclear (NES) son reconocidas por las exportinas, homdlogas a la
importina B, la exportina CRM1 es la mejor caracterizada, forma un complejo
trimérico con RanGTP e interactia con las NES, secuencias ricas en aminoacidos
hidrofébicos tales como leucina [Hutten and Kehlenbach, 2007]. La secuencia
consenso de la NES es la siguiente: ®1-X(2,3)- ®2-X(2,3)- ®3-X- ®4 (O n es
Leu, lle, Val, Phe or Met, y X puede ser cualquier otro aminoacido) (Chook and
Fung, 2014). En el citoplasma, la hidrélisis de RanGTP a RanGDP disocia el
complejo [Wagstaff and Jans, 2009].

La direccionalidad del transporte nuclear se mantiene por el gradiente de Ran,
en el cual RanGDP se encuentra mayoritariamente en el citoplasma y RanGTP

en el nucleo [Wagstaff and Jans, 2009].
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Figura 6. El receptor de transporte nuclear reconoce una sefial de importe nuclear (NLS) en la proteina cargo,
formando asi un complejo (1). Este complejo se acopla al NPC por medio de interacciones de baja afinidad para
que ocurra la translocacion hacia el nucleo (2). Se desensambla el complejo una vez en el nucleo (3) y se libera
la proteina cargo (4). El desensamble del complejo de importinas se inicia por la unién de RanGTP al receptor,
para el exporte nuclear de las importinas, RanGTP se hidrolizada a RanGDP por la proteina activadora de
RanGTPasa (RanGAP). El factor intercambiador de nucleétidos de guaninas (RanGEF) se encuentra en el nicleo
y genera altas concentraciones de RanGTP, y RanGDP es importada al nucleo por Ntf2 (Terry et al., 2007).
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2. ANTECEDENTES DIRECTOS

En nuestro grupo de trabajo nos interesa conocer la funcién de las isoformas
Dp71d (isoforma nuclear) y Dp71f (isoforma citoplasmatica), y como un primer
paso para lograr este objetivo necesitamos conocer los mecanismos moleculares
que definen su distribucion subcelular diferencial.

En estudios previos, se observé que Dp71d es transportada al nucleo en forma
retrograda con ayuda de la proteina motora dineina; ademas, se demostré que
cuenta con un dominio de importe nuclear en el subdominio ZZ, el cual es
dependiente de la via de importinas IMPa2/B, y que el exporte nuclear es
mediado por la exportina CRM1. También se observd que esta isoforma
interacciona en el nucleo con las proteinas de envoltura nuclear, emerina y lamina
B1 [Suarez et. al., 2014] (figura 7). Nos intriga el hecho de que el dominio ZZ,
esta presente en la Dp71f, lo que implica que también esta proteina podria

potencialmente entrar al nucleo.
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Figura 7: Modelo propuesto para el mecanismo de transporte nucleo-citoplasmico de Dp71d. La
Dp71d se localiza en la membrana plasmética, dentro del complejo de proteinas asociado a la distrofina
(DAPC) (1). En respuesta a sefales celulares especificas, tales como la fosforilacién, la Dp71d es liberada
del DAPC para ser transportada retrogradamente hacia el nucleo a través de la asociacion con
microtubulos y la proteina motora dineina (2). El heterodimero IMPa2/ 31 reconoce la NLS en el dominio
ZZ de la Dp71d, cerca de la periferia nuclear para mediar su entrada nuclear a través del complejo de
poro nuclear (3). La Dp71d se libera en el nucleo por la acciéon de RanGTP. Enseguida, la Dp71d se
ensambla con las proteinas nucleares emerina y lamina B1 (4). Una parte de Dp71d posteriormente se
exporta desde el nucleo al citoplasma a través de la union de una secuencia NES con la exportina CRM1
y RanGTP (5). (Suarez et. al., 2014)
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Respecto a esto, identificamos previamente dos sefales de exporte nuclear
(NES) en el extremo carboxilo de la Dp71f, una de ellas se comparte con la Dp71d
mientras que la segunda es exclusiva de la Dp71f ((°*MADDLGRAMESLVSV%'4).
(Fig.8). Mediante la utilizacion del inhibidor de la exportina CRM1 llamado
Leptomicina B (LMB), se observo la acumulacion nuclear tanto de las proteinas
de fusion GFP-DP71d y GFP-Dp71f (Fig.9 ) como de la Dp71f endogena (Fig.10),

lo que indica que la distrofina Dp71f tiene un paso transitorio por el nucleo,

ademas que las NES son reconocidas por la exportina CRM1.

Fig 8.- Secuencias de exporte nuclear de las distrofinas Dp71d y Dp71f. Por medio de analisis in silico se
predijo las posibles secuencias de exporte nuclear (NES), de ambas distrofinas. La Dp71f tiene en el exén 79

una secuencia de exporte nuclear exclusiva.

Fig 9.-Acumulacion nuclear de la proteina GFP-Dp71f en células tratadas con el inhibidor del exporte

nuclear leptomicina B. Localizacion subcelular de las proteina fusién GFP-Dp71f en las células HelLa y
C2C12, en presencia 6 ausencia de LMB (50nM durante 8 horas). El tratamiento con LMB se aplicé a las 12
horas post transfeccion. Se observa que en ausencia de LMB la proteina Dp71f se distribuye Unicamente en
el citoplasma (control) mientras que en las células tratadas con LMB se acumula mayoritariamente en el
nucleo. A la derecha se observa la cuantificacion de la fluorescencia nucleo/citoplasma (F N/C) de la

transfeccién de la proteina GFP-Dp71f sin y con LMB en células Hela.



Fig 10 .- Presencia nuclear de la Dp71f endégena en células HeLa tratadas con el inhibidor del exporte

nuclear leptomicina B (LMB). Localizacion subcelular de la proteina endégena Dp71f en las células Hela,
en presencia 6 ausencia de LMB (150nM durante 24 horas). Se observa que en ausencia de leptomicina la
proteina Dp71f se distribuye exclusivamente en el citoplasma (paneles superiores), mientras que en células
tratadas con LMB una fraccion de la Dp71f se localiza en el nucleo (paneles inferiores). A la derecha se
observa la cuantificacion de la fluorescencia nucleo/citoplasma (F N/C) de la proteina Dp71f sin y con LMB
en células Hela.

Posteriormente decidimos probar si las NESs de la Dp71f funcionan fuera del
contexto de la Dp71f; para lo cual se fusionaron independientemente con la GFP.
Observamos que ambas NES promueven el exporte nuclear de la GFP, aunque
con menor eficiencia que la NES de la proteina REV (Fig. 11), como lo indica la
cuantificacion de la fluorescencia (Fn/c). Aparentemente la NES2 es mas
eficiente que la NES1. Para probar inequivocamente la funcionalidad de cada
NES, las mutamos de manera independiente en el contexto de la Dp71f completa.
Se observo la acumulacion nuclear de las proteinas de fusion y se confirmé que
la NES2 es la que funciona preferencialmente para exportar la Dp71f. La
acumulacién mayor se obtuvo con la doble mutacion NES1-NES2, lo que sugiere
que ambas NES son funcionales y actuan de manera sinérgica para mediar el

exporte nuclear de la Dp71f.



Fig 11.- Funcionalidad de las Sefiales de Exporte Nuclear de la Dp71f en el contexto de una proteina
heterdloga (GFP). En la parte superior se observa la secuencia de las NES analizadas. Se utilizé la GFP
como control negativo y la NES de la proteina Rev (NES Rev) como control positivo. En rojo se muestran
los aminoacidos de caracter hidrofobico. En la inmunofluorescencia, pueden observarse las células
transfectadas con los vectores GFP, NESRev, NES1 y NES2. Se observé la localizacion subcelular de las
proteinas reporteras a través de Microscopia Confocal. A la derecha se observa la cuantificacion de la

fluorescencia nucleo/citoplasma (F N/C) de cada proteina reportera (GFP, NESRev, NES1 y NES2).

Dp71f Dp7 1fNESImut Dp71fNES2mut Dp71fmut (NE51, NES2)
NES1 LESQLHRLRQL LESQAHRARQA
MNES 2 MADDLGRALESLY MADDLGRAAESAV

Fig 12.-Localizaciéon subcelular de la GFP-Dp71f y de las variantes mutantes de la NES. La mutacion

de las senales de exporte nuclear (en rojo) de la Dp71f ocasiona la acumulacion nuclear de la proteina de

fusién, lo que indica que las NES son funcionales en el contexto de la proteina completa.



Para demostrar fehacientemente que la exportina CRM1 media el exporte nuclear
de la Dp71f, llevamos a cabo ensayos de interaccion tipo pull-down, utilizando las
proteinas de fusion GST y GST-Dp71f. De acuerdo a lo esperado, se encontré

que CRM1 reconoce la Dp71f.

Fig 13.- La proteina Dp71f se asocia in vitro con la exportina CRM1. Las proteinas GST y GST-Dp71f,
previamente unidas a perlas de glutation sefarosa, se pusieron a interactuar con lisados de células Hela.
Se analizé si la exportina CRM1 interacciona con la GST-Dp71f mediante inmunodeteccién en fase sélida.

Como control negativo se utilizé la proteina GAPDH.



3. JUSTIFICACION

La distrofina Dp71f tiene una estructura similar a la distrofina Dp71d, difiere
unicamente por una region de 31 aminoacidos hidrofébicos en su region carboxilo
que no presenta la Dp71d. Por lo que es intrigante que tengan localizaciones
subcelulares opuestas; mientras que la Dp71f es una proteina citoplasmatica la
Dp71d es una proteina nuclear. Aun es mas interesante que la region proteica que
determina el importe nuclear de la Dp71d, el dominio ZZ, este compartido por
ambas isoformas. Recientemente nuestro laboratorio identific6 dos sefales de
exporte nuclear (NES) en la Dp71f, las cuales exportan eficientemente a la proteina
del nucleo hacia el citoplasma. Con base en lo anterior, es importante determinar
por completo los mecanismos moleculares que definen la localizaciéon
citoplasmatica de la distrofina Dp71f, lo que nos permitira conocer si su paso
transitorio por el nucleo tiene un significado biolégico, no identificado hasta el

momento.

4. HIPOTESIS

La distrofina Dp71f comparte el mismo mecanismo de importe nuclear con la
Dp71d, sin embargo no puede interactuar con las mismas proteinas de envoltura

nuclear, lo que determina su localizacién citoplasmatica.



5. OBJETIVO GENERAL

5.1 OBJETIVO GENERAL

Identificar los mecanismos moleculares que determinan la localizacion subcelular
de la distrofina Dp71f

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Evaluar si el importe nuclear de la Dp71f es mediado por las importinas a2 y

B1.

» Analizar la interacciéon de la Dp71f con las proteinas de la envoltura nuclear

emerina, y lamina B1.

» Construccion de vectores de expresion bacteriana para producir las proteinas
recombinantes Dp71d-GFP y Dp71f-GFP



6. DIAGRAMA EXPERIMENTAL
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7. MATERIALES Y METODOS

Tabla 1. Oligonucledtidos utilizados en el proyecto

Tamaio Tm

Nombre Secuencia (5’-3’) (pb) °C)
Amplificacion de Dp71d Rv AGTGGAATTCCATTGTGTCCTCTCTCATTG 30 56
Amplificacion de Dp71f Rv AGTGGAATTCTTCTGCTCCTTCTTCATCTG 30 56
Amplificacion de Dp71 d y Dp71f Fw ATTGATCGATTAATGAGGGAACACCTCAAA 30 56

7.1 Cultivo de células HelLa

Las células HelLa (células de cancer cérvico-uterino) se propagaron en medio
Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) suplementado con 10% (v/v) de suero
fetal bovino, 25U/ml de penicilina y 25ug/ml de estreptomicina. Las células se

incubaron a 37°C en una atmosfera hiumeda de CO:2 al 5%.

7.2 Obtencidn de extractos proteicos totales mediante lisis celular

Los cultivos de células HeLa sembrados a una confluencia de 90% en cajas de
100mm se lavaron con 2ml de PBS y se les afadiéo 250ul de la solucion
amortiguadora de lisis (50mM Tris-HCI pH 8.0, 150mM NaCl, 1mM PMSF, 1% de
Triton X-100 y un coctel de proteasas [Complete-Roche]). La mezcla se incubd a
4°C en agitacién suave durante 30 minutos. A continuacion, el lisado celular se
recolecté con un gendarme y se colocé en un tubo de microfuga de 1.5ml, y se
soénico para su posterior centrifugacion a 12,000rpm por 2 minutos a 4°C; se
recupero el sobrenadante (extracto total de proteinas) en un tubo de microfuga
nuevo para su cuantificacién a través del método de Bradford y su posterior

analisis mediante electroforesis en geles desnaturalizantes de poliacrilamida.

7.3 Método de Bradford para la cuantificacion de proteinas

A partir de una solucién de albumina de suero bovino (BSA) de 1ug/ul se realiz6
una curva estandar (0-10ug/ul), y se prepararon diluciones de las muestras

problema, se adiciond el reactivo de Bradford (BIO-RAD) y se determind la



absorbancia a 595nm. Finalmente, se registraron los valores para graficar la
curva estandar, a la cual se le realizé una regresion lineal y los datos obtenidos
de las muestras problema se interpolaron en la curva estandar para determinar
la concentracion de las proteinas. Las muestras se almacenaron a -20°C hasta

Su USO.

7.4 Analisis de proteinas por electroforesis en geles
desnaturalizantes de poliacrilamida

Se preparé un gel de poliacrilamida-SDS [Gel Separador al 10%: 2.5ml de 30%
acrilamida / 0.8% bisacrilamida, 1.88 de Tris-Cl/SDS (pH 8.8), 3.100ml de H20,
25yl de persulfato de amonio 10% (w/v) y 10ul de TEMED; Gel Concentrador al
4%: 0.479ml de 30% acrilamida / 0.8% bisacrilamida, 0.879 de Tris-Cl/SDS (pH
6.8), 2.143ml de H20, 17.8pl de persulfato de amonio 10% (w/v) y Sul de TEMED].
A las muestras de proteinas previamente cuantificadas por el método de
Bradford, se les agregé solucion amortiguadora de carga, se llevaron a un
volumen final de 30ul, se calentaron a 100°C por 5 minutos y se colocaron en
los pozos del gel. El gel se sometio a electroforesis en solucion amortiguadora
de corrida (Tris base 3g/l, glicina 14.4g/l, SDS 1g/l) con una corriente constante
de 20mA durante 2h. El gel se tiAd con una solucién de azul Coomassie (45ml
agua, 45ml metanol, 10ml acido acético glacial y 0.25g de azul de Coomassie)
durante 30 minutos y se destifié con la solucion destefiidora (45ml agua, 45ml

metanol, 10ml acido acético glacial) por 1h.

7.5 Ensayo de uniéon a GST (PULL-DOWN)

5 ug de GST, de las proteinas de fusibn GST-Dp71d, como control positivo y
GST-Dp71f unidas a las perlas de Glutation-sefarosa fueron incubadas toda la
noche con 500 ug de extractos totales de proteina de células HeLa a 4 °C en un
buffer de interaccion [50 mM Tris—HCI pH 8'0, 150 mM NaCl, 1 mM PMSF, 1%
(v/v) Triton X-100, 0.05% (w/v) SDS, complete1x, cocktail inhibidor de proteasas



(Roche Applied Science,Indianapolis, USA)]. Las perlas fueron recuperadas por
centrifugacion a 3500rpm a 4 °C y lavadas 3 veces con 500 yL de RIPA1X [50
mM Tris—HCI pH 7.5, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA pH 8.0, 1 mMPMSF, 1% (v/v)
Triton X-100]. Finalmente las proteinas fueron desacopladas de las perlas
mediante el buffer Laemmli y calentadas a 95°C por 5min. La interaccion de las
proteinas fue analizada mediante SDS-PAGE e analisis de inmunodeteccion en

fase sélida con la deteccion de los anticuerpos correspondientes.

7.6 Inmunodeteccion en fase sélida

Para la detectar la proteina, se utilizaron 50ug de extracto total de proteinas
correspondiente a cada una de las muestras, mientras que para los ensayos de
“‘pull-down” se utilizaron 15ug. Se separaron en geles de poliacrilamida-
dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE) al 10%. Posteriormente, las proteinas se
electrotransfirieron a membranas de nitrocelulosa durante 1 hora a 20V en una
camara semi-humeda, empleando la solucion amortiguadora de transferencia
(25mM Tris-HCI pH 8.0, 192mM Glicina y 20% v/v de metanol). Enseguida, la
membrana se tifd con solucion de Ponceau (SIGMA) y se destiid con TBST
(10mM de Tris-HCI, pH 8.0, 150mM NaCl, 0.1% (v/v) de Tween-20, pH 7.4). Los
sitios de unién no especificos presentes en las membranas de nitrocelulosa se
bloquearon mediante su incubaciéon con leche descremada al 15% en TBS-T
durante 1 hora a temperatura ambiente. A continuacion, las membranas se
incubaron con el anticuerpo primario disuelto en TBST-T durante 1 noche a 4°C
(Tabla 2). Posteriormente, se realizaron lavados de 5, 10 y 15 minutos con la
solucion TBST y las membranas se incubaron con el anticuerpo secundario (anti-
inmounoglobulinas especificas acopladas a peroxidasa) durante una hora a
temperatura ambiente, y se realizaron nuevamente lavados de 5, 10 y 15 minutos
con la solucion TBS-T. Finalmente, las sefales se revelaron con el sistema de

deteccién ECL (Amersham Biosciences).



Tabla 2. Anticuerpos utilizados y condiciones de uso (inmunodeteccién).

Anticuerpo primario Anticuerpo
(toda la noche a Origen Bloqueo Dilucion secundario
4°C) (1 hora T.A)
0, -
Anti-Emerina Conejo Le;:h':ao:: %o 1:4000 1:30,000
0, .
Anti-Lamina B1 Conejo '-eﬁhheo: : % 11000 1:30,000
Anti-Imp B1 Raton Leche 15% 1:500 1:10,000
1 hora
0, .
Anti-GFP Conejo Leche 15% 1:1000 1:30,000

7.7 Extraccién y purificacion de plasmidos a baja y mediana escala
7.7.1 Obtenciéon de DNA plasmidico a baja escala (MINIPREP)

En tubos de ensayo de 15ml se afadieron 3ml de medio Luria Bertani
suplementado con el antibiético de eleccion (100 ug/ml de ampicilina; 50 pg/ml
de kanamicina) y se sembr6 una colonia bacteriana. El cultivo se incubo toda la
noche a 37°C con agitacion constante. Posteriormente, se transfirio 1.5ml del
cultivo a un tubo de microfuga y se centrifugé a 13,000 rpm durante 1 minuto. Se
retird el sobrenadante y se agregd 100ul de la solucién de lisis (50mM glucosa,
25mM Tris-HCI pH 8.0, 10mM EDTA pH 8.0) al boton bacteriano, agitando la
mezcla vigorosamente por inversion. Se agregaron 200ul de la solucion |l (0.2N
de NaOH y 1% SDS) y se mezclé diez veces por inversion. El tubo se coloco en
hielo y se adicion6 150ul de la solucion Il (60ml acetato de potasio 5M, 11.5ml
de acido acético glacial, y 28.5ml de agua desionizada), mezclando diez veces
por inversién y dejando reposar la mezcla 5 minutos en hielo. Se transfirio el
sobrenadante a un tubo nuevo de microfuga y el DNA se precipitd con 2
volumenes de etanol absoluto, dejando la mezcla reposar durante 2 minutos a
temperatura ambiente y se centrifugé nuevamente a 12,0000rpm por 5 minutos
a 4°C. El sobrenadante se retird por aspiracion y al botén de DNA plasmidico se
le afadié 1ml de etanol al 70%, se agitdé con vortex y se centrifugé a 12,000 por
5 minutos. Enseguida, se removié el sobrenadante y el boton de DNA se disolvié
con 30ul de solucion amortiguadora TE pH 8.0 y se le adicion6 20ug/ml de

RNasa. Finalmente, se observo el DNA plasmidico en un gel de agarosa al 1%.



7.7.2 Obtencion de DNA plasmidico a mediana escala (MIDIPREP)

Para realizar la purificacion del plasmido a mediana escala, se sigui6 el protocolo
establecido por el fabricante QIAGEN® plasmid Purification. EI DNA obtenido se
disolvié en solucion amortiguadora TE pH 8.0, se cuantificdé en el Nanodrop y se
analiz6 su pureza mediante electroforesis en geles de agarosa al 1% en solucion
TBE (45mM Tris-Borato, 1mM EDTA).

7.8 Transfeccién

Las células C2C12 se transfectaron con el vector correspondiente (ver Tabla 3),
mediante la siguiente técnica: Se estelirizaron cubreobjetos de 20mm x 20mm,
con alcohol y flama de mechero. Se cultivaron células HelLa a una confluencia de
60% y se dejaron incubando durante 24horas a 37°C en una atmésfera humeda
con CO2 al 5%. En un primer tubo 1 se agregaron 4l de lipofectamina 2000
(Invitrogen) y 100ul de medio DMEM libre de suero y antibidticos, y se dejaron
incubando la mezcla 5 minutos a temperatura ambiente. En un segundo tubo se
diluyé 3.5ug de DNA en 100ul de medio DMEM libre de suero y antibidticos.
Posteriormente, se mezclé el contenido del primer tubo con el del segundo tubo
y se dejaron incubando por 30 minutos para permitir la formacion de los
complejos DNA-liposomas. A los cultivos celulares, se les cambié el medio de
cultivo por medio fresco adicionado con suero y con antibiéticos; y se les agregé
los complejos DNA-liposomas por goteo; la preparacién se dejo incubando

durante 24horas a 37°C en una atmdsfera humeda con CO2 al 5%.

7.9 Tratamiento con leptomicina B (LMB)

Después de 12 horas de haber realizado la transfeccion de las células C2C12
(previamente descrita), se retira el medio y se adicionaron 250l de medio DMEM
con LMB (100nM) a cada cubreobjeto para dejarse incubando 24 horas a 37°C
en una atmdsfera humeda con CO:2 al 5%. Transcurrido el tiempo de incubacion,
las células se fijaron y se tifieron los nucleos con DAPI para su analisis en
microscopia confocal. Para la proteina enddgena se utilizd LMB 50 nM durante
24 horas.



7.10 Cuantificacion de la fraccion nucleo/citplasma (Fnic)

El analisis de las imagenes digitalizadas por microscopia confocal se realizd
utilizando el software Image j habilitado para determinar la fraccién nucleo-
citoplasma. La fnc fué calculada usando la ecuacion foe=(fn-fo)/(fc-fv) , en donde
fn, fb y fc representan los valores de la fluorescencia nuclear, fondo y
citoplasmaticos, respectivamente. Los resultados fueron analizados con la
prueba estadistica T-student (no pareda) y graficados utilizando el programa
Graph Pad Prism 5.

7.11 Inmunofluorescencia indirecta

Se esterilizaron cubreobjetos de 20mm x 20mm, con alcohol y flama de mechero.
Las células a una confluencia de 80% se resuspendieron en 1ml de medio de
cultivo y a cada cubreobjetos se les agregd 50ul de la suspension celular y 200l
de medio de cultivo, y se incubaron por 24 horas a 37°C con atmésfera de CO2
al 5%. Transcurrido este tiempo, se retir6 el medio de cultivo y se lavaron los
cubreobjetos tres veces con PBS. Se fijaron las células con 200ul de
paraformaldehido al 4% en PBS por 10 minutos. Enseguida, se lavaron tres veces
con PBS. Posteriormente, las células se permeabilizaron con 200ul de Triton-
X100 AL 0.2% en PBS por 10 minutos, y se lavaron tres veces con PBS. Se
realizé el bloqueo con gelatina al 0.5% y 1.5% de suero fetal bovino (SFB) en
PBS durante 20 minutos a temperatura ambiente. Los cubre objetos bloqueados
se lavaron con PBS y se incubaron con el anticuerpo primario (anti Importina 1
1:50 en PBS) a 4°C durante toda la noche en camara humeda. Los cubreobjetos
se lavaron tres veces con PBS y se incubaron con el anticuerpo secundario (anti-
ratén verde dilucion 1:50 en PBS) durante una hora en camara humeda. Para
tenir los nucleos celulares se adicionaron 50ul de una solucion de DAPI a cada
cubreobjetos (dilucién de 1:500 en PBS a partir de un stock de 0.1ug/ul, SIGMA),
y se dejaron incubando 5 minutos a temperatura ambiente. Enseguida, los
cubreobjetos se enjuagaron cinco veces con PBS y 5 veces en agua
respectivamente y se dejaron secar. En portaobjetos limpios se colocaron 8ul de

Vectashield (Vector Laboratorios) y se les colocaron los cubreobjetos para



proceder con el sellado. Finalmente, las preparaciones se observaron mediante

microscopia confocal.

7.12 Restriccion enzimatica de DNA

En un tubo de microfuga de 0.6ml se colocaron 500ng de plasmido, 0.5ul de la
enzima de restriccion correspondiente, 1pl de la solucion amortiguadora y se llevé
a un volumen final de 10ul con agua desionizada. La reaccion se dejo toda la
noche a la temperatura recomendada para cada enzima. Los productos se

analizaron en geles de agarosa al 1% tefiidos con bromuro de etidio.

7.13 Obtenciéon de clonas mediante reaccién de ligacion

En un tubo de microfuga de 0.6ml se agregaron 100ng de DNA plasmidico
restringido, el fragmento de DNA (en relacion molar 1:3), solucién amortiguadora
de ligacion al 1X, 1.5U de ligasa T4 (Invitrogen), aforando la reaccion a 20ul con
agua desionizada. La reaccion de ligacion se incubd a 14°C toda la noche y se

utilizé posteriormente para transformar a la cepa competente de E. coli DH5a

7.14 Transformacion bacteriana

En tubos microfuga de 1.5ml se colocaron 50ul de la suspension de bacterias
competentes, se adicionaron 200ng de DNA plasmidico y la mezcla se mantuvo
en hielo por 30 minutos. Posteriormente, el cultivo se incub6 a 42°C durante 90
segundos y se colocé en hielo por 2 minutos. Se adicionaron 800 ul de medio LB
y se incub6 a 37°C por 1 hora con agitacién constante. Se tomaron 50 pl del
cultivo total y se transfirieron a placas de agar LB (1% peptona, 0.5% extracto de
levadura y 1% NaCl) suplementado con el antibiético de eleccién (100 pg/ml de
ampicilina; 50 ug/ml de Ampicilina). Finalmente, las placas se incubaron a 37°C

toda la noche.

7.15 Amplificacion por PCR

En un volumen total de 40 ul se mezclaron 200ng del vector, 10picomoles de
oligonucleétidos, 5 ul de soluciéon amortiguadora de alta fidelidad, 2 pl de sulfato



de magnesio (MgSoa4), 1.5 de dNTP's, y 0.3 pl de taq platinum. La reaccion se
coloco en el termociclador utilizando el siguiente programa: un paso inicial de
calentamiento a 95°C por 5 minutos, seguido de 25 ciclos de 95°C por 30
segundos, 55°C por 30 segundos y 72°C por 1 minuto, finalizando con un ciclo

de extension de 7 minuto a 72°C.

7.16 Secuenciacién automatizada de DNA
7.16.1 Obtencién de productos de extension marcados para secuenciar

En un volumen final de 20ul se mezclaron 1ug de DNA plasmidico, 20 picomoles
de oligonucléotido especifico, 2ul de la reaccion de secuenciacion y 2 ul de la
solucién amortiguadora de ABI PRISM BigDye Terminador Cycle Sequencing 3.1
(Applied Biosystem). La reacciéon se colocoé en el termociclador utilizando el
siguiente programa: un paso inicial de calentamiento a 96°C por 1 minutos,
seguido de 25 ciclos de 96°C por 10 segundos, 50°C por 5 segundos y 60°C por

4 minutos, finalizando con un ciclo de extension de 1 minuto a 60°C.

7.16.2 Purificacion de los productos por precipitacion con EDTA

Al producto final de la reaccién de PCR, se le agregaron 5ul de EDTA 125mM y
60ul de etanol absoluto, se mezclo la reaccidn y se incubd a temperatura
ambiente por 15 minutos. Enseguida, se centrifugé a 10,000rpm durante 30
minutos a 4°C. Se retir6 el sobrenadante y se adicionaron 60 pl de etanol al 70%.
Se centrifugd a 10,000rpm por 10 minutos a 4°C. Se removio el sobrenadante y
se seco en el generador de vacio por 5 minutos. El producto se cubrié de la luz 'y
se envié a la Unidad de Acidos Nucleicos del Departamento de Genética y

Biologia Molecular para su secuenciacion.



8. RESULTADOS

8.1 El Importe nuclear de la Dp71f es mediado por el sistema de importinas a2
y B1

Decidimos analizar si el importe nuclear de la distrofina Dp71f es mediado por
las importinas IMPa2/31, ya que la isoforma Dp71d se transloca al nucleo a traves
del reconocimiento del dominio ZZ por parte de estas importinas, y la Dp71f
también contiene este dominio en su secuencia. Se llevo a cabo un ensayo de
silenciamiento de la Importina 1 mediante la tranfeccion estable a las células
C2C12 con el vector psi-mH1, el cual codifica para un un shRNA que bloquea la
traduccion de la importina 1, como control del experimento se transfecté un
vector que codifica para un shRNA irrelevante. Después de 7 dias de seleccion
se realizaron ensayos de immunodeteccion en fase solida e inmunofluorescencia
indirecta para analizar los niveles de la la importina B1, utilizando anticuerpos
especificos para esta proteina y la deteccién de actina como control de carga.
(Fig.14). Observamos una disminuciéon de ~50% en la cantidad de importina 1
(panel izquierdo) y una clara disminucién de la intensidasd de la fluorescencia,

respecto a las células control.
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Fig 14 .- Silenciamiento de la importina B1. A) Se obtuvieron extractos totales de las células C2C12
transfectadas establemente con vectores que codifican para un shRNA contra la importina 1 o un shRNA
irrelevante. Los extractos obtenidos después de 7 dias de seleccidn con puromicina se resolvieron mediante
SDS-PAGE y se sometieron a un analisis por inmunodeteccion en fase sdlida, utilizando un anticuerpos
contra la importina B1 o actina (control) . Se observa la banda de 97 kDa que corresponde a la importina
1. Se llevo a cabo la cuantificacion correspondiente. B) Distribucion subcelular de la importina 1 d en las
C2C12 a través de inmunofluorescencia indirecta y microscopia confocal. Los niveles de la importina pl se
disminuyeron drasticamente por el tratamiento con un RNA interferente.



Posteriormente decidimos analizar si los bajos niveles de la importina 1 afectan
el importe nuclear de la Dp71f, para lo cual transfectamos las células deficientes
en la expresion de la importina 1 con un vector que expresa las proteinas
recombinantes GFP-Dp71d (control positivo) y GFP-Dp71f.

La Dp71d depende del sistema de importinas para ser traslocada al nucleo
(Suarez-Sanchez et al., 2014), por lo tanto, observamos de acuerdo a lo esperado

que la GFP-Dp71d disminuye alrededor de un 40% sus niveles nucleares como

consecuencia de la deficiencia de la importina g1 (Fig.15),
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Fig 15.- Localizacion subcelular de la proteina recombinante GFP-Dp71d en las células con deficiente
expresion de la importina B1. A) Las células C2C12 deficientes en la expresion de la importina 1 se
transfectaron con el vector que codifica para la proteina recombinante GFP-Dp71d y se analizaron
posteriormente mediante microoscopia confocal. Los nucleos se tifieron con DAPI. B) Se cuantificé la
fluorescencia presente en el nucleo y citoplasma (Fn/c) (n=200 células). La Dp71d pierde su localizacion
nuclear debido a la deficiente expresion de la importina 1.

Por lo que respecta al analisis de la Dp71f, fue necesario tratar a las células
C2C12 deficientes en la expresién de la importina 31 con leptomicina B (LMB),
un inhibidor especifico de la exportina CRM1 [Girault and Matamales 2011], con
la finalidad de acumular la Dp71f en el nucleo y poder discernir si su importe
nuclear depende de la importina $1. El tratamiento con la LMB acumulé a la GFP-
Dp71f en el nucleo de las células que expresan un shRNA irrelevante; sin

embargo, cuando se analizaron las células con expresion deficiente de la



importina B1, la localizacion nuclear de la GFP-Dp71f disminuyd notoriamente a
pesar del tratamiento con LMB (Fig.16), indicando que el importe nuclear de la
distrofina Dp71f es mediado al igual que la Dp71d, por el sistema de importinas
a2y B1.
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Fig 16.-Distribucién de la proteina recombinante GFP-Dp71f en las células deficientes en la expresion
de la importina 31 . A) Las células C2C12 deficientes en la expresion de la importina B1 se transfectaron
con el vector que codifica para la proteina recombinante GFP-Dp71f, se trataron con LMB durante 24 hrs y
se analizaron posteriormente mediante microoscopia confocal. Los nucleos se tifieron con DAPI. B) Se
cuantifico la fluorescencia presente en el nucleo y citoplasma (Fn/c) (n=200 células). La Dp71f disminuye su
localizacién nuclear debido a la deficiente expresion de la importina 1.



8.2 Interaccion de la distrofina Dp71f con las proteinas de envoltura nuclear

emerina y lamina B1

Con la finalidad de determinar si la distrofina Dp71f, al igual que la Dp71d, puede
interactuar con proteinas de la envoltura nuclear, se realizaron ensayos de
inte ~ >cidn tipo “pull-down”. Para lo cual expresamos y purificamos en un sistema
bacteriano a las proteinas recombinantes GST, GST-Dp71d y GST-Dp71f (Fig.
17, panel superior); posteriormente las incubamos con perlas de glutation-
sefarosa y enseguida con extractos totales de células Hela. Las interaciones se
analizaron posteriomente mediante inmunodeteccion en fase solida. Como se
puede observar, tanto la Dp71d como la Dp71f interactuan con la emerina (Fig.17
panel inferior); no obstante, la afinidad de la emerina por la Dp71d es

aparentmente mayor que por la Dp71f.

— —
-

Fig 17.-La distrofina Dp71f interactua con la emerina. Se llevaron a cabo ensayos de interaccion proteina-
proteina tipo pull down. Se incubaron las proteinas GST (control negativo), GST-Dp71d (control positivo) y
GST-Dp71f con perlas glutation-sefarosa y enseguida con extractos totales de células HelLa. Las perlas se
recuperaron por centrifugacion y las proteinas acarreadas se analizaron por inmunodeteccion en fase sdlida,
usando los anticuerpos respectivos. Panel superior, las proteinas GST, GST-Dp71d y GST-Dp71f se
observaron mediante inmunodeteccién en fase sdlida, utilizando un anticuerpo anti-GST. Panel inferior, la

utilizacién de un anticuerpo anti-emerina revelé la union de ambas, Dp71d y la Dp71d, con la emerina.
Experimentos realizados por tripicado.



Asi mismo, utilizando un anticuerpo anti-lamina B1 se evidencié la interaccion de
ambas isoformas (Dp71d y Dp71f) con la lamina B1 (Fig. 18). La nula interacion
de GST (control negativo) con la emerina y la lamina B1 demuestra la

especificidad del ensayo.

Fig 18.- La distrofina Dp71f interactua con la lamina B1. Se llevaron a cabo ensayos de interaccion
proteina-proteina tipo pull down. Se incubaron las proteinas GST (control negativo), GST-Dp71d (control
positivo) y GST-Dp71f con perlas glutation-sefarosa y enseguida con extractos totales de células Hela. Las
perlas se recuperaron por centrifugacion y las proteinas acarreadas se analizaron por inmunodeteccion en
fase solida, usando los anticuerpos respectivos. Panel superior, las proteinas GST, GST-Dp71d y GST-
Dp71f se observaron mediante inmunodeteccion en fase sdlida, utilizando un anticuerpo anti-GST. Panel
inferior, la utilizaciéon de un anticuerpo anti-lamina B1 reveld la union de ambas, Dp71d y la Dp71d, con la
lamina B1. Experimentos realizados por tripicado.

8.3 Expresion de las proteinas recombinantes Dp71d-GFP y Dp71f-GFP en un

sistema bacteriano

Un objetivo importante del presente estudio es la identificacion de los
mecanismos moleculares que definen la distribucion diferencial de las isoformas
Dp71fy Dp71d. Tomando en consideracion que ambas isoformas se transportan
hacia el nucleo y tienen la capacidad de interaccionar con proteinas de la
envoltura nuclear, tenemos la hipdotesis de que la Dp71f tiene un exporte nuclear

mas eficiente que la Dp71d, lo que finalmente creemos que determina que su



distribucion final sea exclusivamente citoplasmatica. Para probar esta hipétesis
hemos disefiado una estrategia experimental para analizar comparativamente la
cinética de importe y exporte nuclear de ambas isoformas. La estrategia consiste
en expresar en bacteria las proteinas recombinantes Dp71d-GFP y Dp71f-GFP
y posteriormente microinyectarlas en el nucleo o en el citoplasma de las células
Hela para seguir su trafico intracelular medainte microscopia en tiempo real.
Como primer paso nos avocamos a la construccion de los vectores de expresion
bacteriana que generaran las proteinas recombinantes mencionadas

anteriormente.

Se amplifico por PCR el fragmento de DNA que corresponde al cDNA de las
distrofinas Dp71d y Dp71f (Fig.19, panel A; 1815 pb y 1869 pb respectivamente),
utilizando como molde vectores que contienen cada una de las dos secuencias
unidas a GST [Suarez et.al., 2014]. El producto de PCR se ligd al vector de
transito pCR2.1-TOPO (Fig.19, panel B) y la mezcla de la ligacion se transformo
en la cepa bacteriana E. coli Dam- (debido a que el sitio de restriccion Clal se
metila). De las bacterias transformantes se eligio una candidata para extraccion
de DNA plasmidico y corte doble con las enzimas de restriccion EcoRl y Clal; asi
demostramos la presencia de los fragmentos de interés correspondientes a la
Dp71d (1815 pb) y la Dp71f (1869 pb) (Fig 19, panel C). Por otra parte, el vector
receptor pRSET GFP (Fig. 20, panel A) se linearizé con las mismas enzimas,
EcoRI y Clal (Fig. 20, panel B) para proceder con la ligacién de los fragmentos
de cDNA amplificados previamente (Fig. 20, panel C). La mezcla de ligacién se
transformé en la cepa bacteriana E. coli Dam (-) y se examinaron 2 colonias
candidatas de cada construccion mediante corte con la enzima EcoRI (Fig. 21,
panel A) y posteriormente se tomo un solo candidato para someterlo a restriccion
con la enzima Clal y corroborar el peso esperado de las fusiones genéticas, 5415
pb para Dp71d-GFP y 5460 pb para Dp71f-GFP (Fig. 21, panel B). Finalmente se



hizo una doble restriccidn para liberar los fragmento esperados para pRSET
(3600pb), Dp71d-GFP (1815 pb) y Dp71f-GFP (1860 pb) (Fig. 21, panel C).

{Ry-Dp71d AGTEGAATTCCATTGTGTCCTCTCTCATTG
{Rw-Dp71f AGTGEAATTCTTCTGCTCCTTCTTCATCTG

(Fw-Dp7 1dyf ATTGATCGATTAATGAGGGAMCACCTCAAA

Fig 19. Clonacion del cDNA de las isoformas Dp71d y Dp71f en un vector de transito. A) Amplificacion
por PCR de los fragmentos de cDNA que corresponden a la Dp71d, 1815pb, y Dp71f, 1860pb (carril 3 y 4).
MP, marcador de peso molecular. En la parte se muestran la secuencia de los iniciadores utilizados para la
amplificacion de ambos cDNAs. B) Esquema del vector de transito pCR2.1-TOPO. C) Las colonias
candidatas de ambas construcciones se analizaron mediante doble restriccion con las enzimas EcoRl y Clal
(carriles con el numero 7). Ctl (+), plasmidos conocidos que tienen clonadas las secuencias de la Dp71d y
la Dp71f; s/c, sin digestion. Los fragmentos se visualizaron en geles de agarosa al 1%.

N press™ Eptope B L0

Fig. 20. Restriccion y purificacion del vector pRSET-GFP y de los fragmentos de cDNA de las
isoformas Dp71d t Dp71f. A) Esquema del vector de expresion pRSET-GFP. B) Se muestra el vector
pRSET-GFP restringido con EcoRI y Clal(carril 3). C) Se muestran los fragmentos purificados del DNA de
las isoformas Dp71d, Dp71f (carril 2 y 3 respectivamente) y del vector pRSET-GFP. MP, marcador de

peso molecular, S/c, sin digestion. Los fragmentos se visualizaron en geles de agarosa al 1%.



Fig 21. Construcion de los vectores de expresion bacteriana pRSET-DP71d y pRSET-Dp71f. A) Dos
colonias candidatas de cada construccién se analizaron mediante restriccion con la enzima EcoRI. B) Se
eligio la candidata 1 de cada construccion y se restringié con Clal (Se muestra con una flecha los pesos
esperados). C) Confirmacion de la identidad de las colonias por doble restriccion con las enzimas EcoRlI y
Clal. Tamafos esperados: pRSET-GFP, 3600pb; Dp71d, 1815pb y Dp71f, 1860pb. MW, marcador de
tamafo. Los fragmentos se visualizaron en geles de agarosa al 1%.

8.3.1 Induccioén de la expresion de las proteinas recombinantes Dp71d-GFP y
Dp71f-GFP en bacteria.

Para comprobar la expresion en bacterias de las proteinas fusion de Dp71d-GFP
y Dp71f-GFP, se realizaron experimentos de induccion con IPTG (0.3mM) en
diferentes cepas de E. coli: BL21 C43 (deficiente en la expresidn de las proteasas
OmpT y Lon; BL21 codon plus, contiene copias adicionales de genes que
codifican para tRNA’s que limitan la traduccién de proteinas y JM109, cepa que
empiricamente se ha demsotrado que expresa niveles altos de proteinas
eucariontas. La induccion se realizo a 16°C por una hora para reducir la
degradacion de las proteinas de fusion. Observamos que la expresion de la GFP
ocurre con y sin induccién con IPTG, lo que indica que la represiéon del operador
lac es deficiente, quiza debido a que el vector pRSET solo tiene una copia del
operador lac [Oehler S, et. al., 1990]. Encontramos que la cepa BL21 codon plus
fue la mas eficiente para la produccion de las proteinas recombinantes Dp71d-
GFP y la Dp71f —GFP (Fig. 22, panel Ay B).



Fig 22.- Expresion de las proteinas recombinantes Dp71d-GFP y Dp71f-GFP. Los extractos de
proteinas obtenidos de las diferentes cepas de E. coli se analizaron medante SDS-PAGE e
inmunodeteccion en fase sdlida con el anticuerpo anti-GFT. A) carriles 1y 2, control; carriles 3 y 4, cepa
BL21 C43; carriles 4 y 5, cepa BL21 codon plus; carriles 6 y 7 cepa JM109. s/l, sin induccion; |, induccion
con IPTG.
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9. DISCUSION

Las distrofinas Dp71d y Dp71f difieren unicamente en una fraccion de su extremo
carboxilo terminal, sin embargo se localizan en diferentes compartimentos
celulares; la Dp71d se localiza principalmente en el nucleo mientras que la Dp71f
es una proteina exclusivamente citoplasmatica (Gonzalez et al 2000). Ademas,
se ha demostrado que la diferenciacion neuronal regula diferencialmente la
expresion y localizacion subcelular de estas isoformas [Yu et. al., 1999; Jans et.
al., 2000; Marquez et. al., 2003].

Estudios previos de nuestro equipo de trabajo demostraron que la isoforma
Dp71d es transportada al nucleo mediante el reconocimiento de su secuencia de
importe nuclear (NLS) localizado en el dominio ZZ, por el sistema de importinas
IMPa2/B31; asi mismo revelamos que esta proteina tiene la habilidad se ser
exportada del nucleo hacia el citoplasma mediante la accion de la exportina
CRM1, la cual reconoce una secuencia de exporte nuclear localizada en el
extremo C-terminal de la proteina (Suarez-Sanchez et al., 2014). Tomando en
consideracion que la Dp71d y la Dp71f comparten el dominio ZZ, hipotetizamos
que la Dp71f podria tener tambien un mecanismo de importe nuclear mediado
por importinas, pero tendria que pasar por el nucleo de forma transitoria para
regresar al citoplasma, donde se localiza finalmente. Para probar esta idea,
nuestro laboratorio traté las céluals HeLa con un inhibidor del exporte nuclear
mediado por la exportina CRM1, el farmaco LMB. De manera interesante, la
Dp71f se acumula en el nucleo, lo que demuestra que en verdad esta proteina

tiene un mecanismo de importe nuclear.

Por lo tanto, uno de los objetivos de este trabajo fue la caracterizacion del
mecanismo de importe nucler de la Dp71f. Para probar si el importe nuclear de
la Dp71f depende del sistema de importinas IMPa2/31, se disminuyd la expresién
de la importina 31 con un shRNA especifico (la importina 1 se une a la importina
a2 para llevarse a cabo el importe activo de proteinas a travez del poro nuclear
[Wagstaff and Jans, 2009], y posteriormente se trataron las células con LMB,

para inhibir el exporte nuclear y acumular a la Dp71f en el nucleo. Con esta



estrategia encontramos que la acumulacion nuclear de la Dp71f es menor en las
células con expresion deficiente de la importina 1, en comparacién con las
células que expresan un shRNA irrelevante, lo que implica que la Dp71f requiere

de la importina B1 para su importe nuclear.

Siambas isoformas se importan al nucleo deben existir mecanismos diferenciales
que determinen el destino nuclear de la Dp71d y citoplasmatico para la Dp71f.
Estas isoformas difieren unicamente por los 31 aminoacidos extras de caracter
hidrofébico que contiene la Dp71f; por lo tanto, es probable que esta secuencia
corta contenga la sefial que define la localizacion citoplasmica de esta proteina.
En apoyo a esta idea, nuestro grupo demostré previamente que la Dp71f tiene
un exporte nuclear mas eficiente que la Dp71d, debido a que posee dos NESs
funcionales en su region del carboxilo terminal, mientras que la Dp71d contiene
solo una NES. Para completar esta parte del estudio, tenemos planeado realizar
un estudio comparativo de las cinéticas de importe y exporte nuclear de las
isoformas Dp71d y Dp71f, mediante la microinyeccién de proteinas
recombinantes Dp71f-GFP y Dp71d-GFP y el posteior analisis de su trafico
intracelular. En este trabajo construimos los vectores de expresion bacteriana
para ambas proteinas recombinantes y demsotramos que las podemosexpresa

eficientemente en la cepa de E. coli BL21 codon plus.

Alternativamente, es posible que la Dp71d pero no la Dp71f, se localize
permanentemente en el nucleo mediante las interacciones que establece con
proteinas de la envoltura nuclear (Fuentes-Mera, et. al., 2003; Suarez-Sanchez
et al., 2014), lo que implica que la Dp71f no tiene la habilidad para establecer
dichas asociaciones. Sin embargo, en este estudio demostramos que la Dp71f si
es capaza de interaccionar con la lamina B1 y la emerina; no obstante, la
interaccién de la emerina con la Dp71d tiene mayor afinidad que con la Dp71f.
Es necesario realizar ensayos de interaccidén mas precisos que permitan calcular
la constante de afinidad que tiene la interaccion de cada isoforma con las

proteinas de la envoltura nuclear.



Una interrogante importante que persiste es el posible significado biologico del
paso transitorio de la Dp71f por el nucleo. Es posible que la Dp71f actue como
accareadora de moleculas entre el nucleo y el citoplasma; sin embargo, se

necesitan disefar experimentos especificos para probar esta hipotesis.



10. CONCLUSIONES

* Elimporte nuclear de la distrofina Dp71f depende de la importina 1.

« La distrofina Dp71f interacciona con las proteinas de envoltura nuclear,

emerina y lamina B1.



11. PERSPECTIVAS

Analizar la constante de afinidad de la interaccién de las isoformas Dp71d y

Dp71f con las proteinas de envoltura nuclear, emerina y lamina B1.

Analizar la cinética de importe y exporte nuclear de las proteinas Dp71d y
Dp71f.

Identificar la funcién del paso transitorio de la Dp71f por el nucleo.
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