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Resumen.

Dp71 tiene la funcién de andamio, es decir, es capaz de localizar proteinas en
lugares especificos de la membrana plasmatica y formar complejos con
diferentes proteinas, por ejemplo: con -distroglicano, distrobrevinas,
sintrofinas. A través de procesamiento alternativo del mMRNA, Dp71 produce 3
grupos de isoformas que difieren tnicamente en el arreglo de los exones 78 y
79: Dp71d, Dp71f y Dp71le. La mayoria de las isoformas son capaces de
formar complejos y estos son distintos. Estos complejos participan en
diferentes procesos celulares como diferenciacion celular. Con el objetivo de
estudiar el papel de los exones de Dp71, en nuestro grupo de trabajo, se cred
la mutante Dp71Avs-79, que carece de los exones 71, 78 y 79. Esta mutante se
transfect6 en la linea celular PC12, dando origen a la clona PC12-C11, estas
células extendieron mas neuritas a tiempos mas cortos al ser diferenciadas
con NGF en comparacion con las células PC12. Posteriormente, a través de
un estudio protedémico, nuestro grupo de trabajo encontré que HspBl, una
proteina relacionada con crecimiento de neuritas, estimula este fenotipo. Para
determinar si habia diferencias estructurales entre la Dp71A7s-790 y Dp71dA,
Dp71fA71 y Dp71lelA71, en el presente trabajo se realizdé una prediccion de
estructuras terciarias in-silico de estas proteinas, empleando I-TASSER,
posteriormente, se alinearon las estructuras usando el programa Chimera. Se
concluyo que no existe homologia estructural entre las isoformas analizadas y
la mutante, ni entre las diferentes isoformas. Con el propésito de entender
como Dp71A7s79 estimula el proceso de diferenciacion, se identificaron
proteinas que interactian con esta mutante mediante experimentos de co-
inmunoprecipitacion. Los resultados obtenidos muestran que, Dp71A7s-79
interactua con B-distroglicano de 30 kDa y con HspBl a un dia de
diferenciacion con NGF, tiempo en el que la expresion de Dp71A7s-79 alcanza
su punto maximo. En conclusion, la Dp71Avs-79 podria estimular el crecimiento

de neuritas a través de su union con HspB1.
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Abstract.

Dp71 is a scaffold protein that forms complexes with several proteins including
B-dystroglican, syntrophin and dystrobrevin. Through alterantive mRNA
splicing, Dp71 originates 3 groups of isoforms which differ on the arrangement
of 78 and 79 exons: Dp71d, Dp71f and Dp7le. Each isoform integrates
different complexes, thereby, regulating many cellular processes like cell
differentiation. With the aim of studding the function of Dp71 exons, our work
group generated the mutant Dp71Ars-79, which lacks exons 78 and 79. This
mutant was transfected into PC12 cell-line giving rise to the subline PC12 clone
11 (PC12-C11). Under NGF-induced differentiation, these cells extended more
and longer neurites in less time compared to PC12 cells. More recent, our work
group reported, through a proteomic approach, that HspB1 protein stimulates

this phenotype.

In the present work, the structural differences between Dp71A7s-79 and
Dp71dA71, Dp71fA71 and Dp71eA7: isoforms were predicted in-silico using I-
TASSER software and aligned with Chimera software. The conclusion is that
there is not structural homology between the Dp71 isoforms and the Dp71A7s-
79 mutant. To understand the role of the mutant in this process, proteins that
interacts with Dp71A7s.79 were probed using co-Immunoprecipitation assays.
Dp71A7s-79 interacts with B-dystroglican of 30 kDa and HspB1 within 24 hours
of NGF treatment. In conclusion, Dp71A7s-79 could stimulates neurite outgrowth

through HspB1 interaction.



1. Introduccion.

La distrofia muscular de Duchenne (DMD) y la distrofia muscular de Becker
(BMD) son distrofinopatias que se caracterizan por un deterioro progresivo del
tejido muscular y un déficit cognitivo no progresivo. Ambos son padecimientos
recesivos ligados al cromosoma X, originados por mutaciones en el gen DMD
que codifica para la familia de proteinas llamadas distrofinas. La forma
agresiva (letal) es la DMD, que termina en paro cardiaco, que se debe a una
ausencia total de la proteina distrofina de longitud completa. Esta ausencia es
causada por mutaciones sin sentido que generan un corrimiento en el marco
de lectura, o0 a mutaciones puntuales en la regién rica en cisteinas de la
distrofina. La forma menos agresiva (no letal) es la BMD en la cual las
mutaciones no alteran el marco de lectura; sin embargo, producen una
disminucion en la expresion de la distrofina o una alteracion en su

funcionamiento (Rumeur E L. 2015).

Los individuos que presentan DMD o BMD manifiestan un déficit cognitivo no
progresivo. En el caso de la DMD, se manifiesta una dificultad de aprendizaje,
atencioén y lenguaje. Aunque aun no se conocen las bases moleculares
asociadas a estas alteraciones, se ha reportado que las personas afectadas
con BMD presentan déficit cognitivo cuando una mutacion disminuye la
expresion de Dp71, o cuando estas mutaciones estan presentes en los exones
75y 76. Ademas, se encontrd que los pacientes con DMD cuya mutacion altera
la expresion de todas las distrofinas salvo de Dp71, presentan desempefio
cognitivo normal o cercano a lo normal (Daoud F. et al. 2009). Otro estudio
sitla a los pacientes afectados con DMD con un coeficiente intelectual, por
debajo de lo normal (Cotton S M. et al. 2005).



1.1. El gen de la distrofina.

El gen de la distrofina (DMD) es el mas grande del ser humano, comprende
2.4 megabases de longitud. Este gen se localiza en el locus p21 del
cromosoma X (de 31,119, 219 a 33,339,609 pb). EI gen DMD da origen a
varios productos de diferentes tamafos, que reciben su nombre con la
abreviacion de la palabra dystrophin protein (en inglés) “Dp”, seguida de un
namero que corresponde al peso molecular aproximado en kilodaltons (kDa):
Dp427 de 427 kDa, Dp260 de 260 kDa, Dp140, de 140 kDa, Dp116 de 116
kDa, Dp71 de 71 kDa y Dp40 de 40 kDa.

El gen DMD (figura 1) contiene 3 promotores en el extremo 5' regulados
de manera independiente denominados promotor B (cerebro), M (musculo) y
P (Purkinje), que dan origen a 3 productos de Dp427, estos, presentan
variaciones en su extremo amino terminal. Y, 4 promotores internos que dan
origen a distrofinas méas pequefias; promotor R (retina) que expresa a Dp260,
B3 (cerebro 3) que expresa a Dp140, S (células de Schwann) que expresa a
Dpl16 y G (general) que expresa a Dp71 y Dp40 (Rumeur E. L. 2015,
Constantin B. 2014). Dp40 se origina a través del procesamiento alternativo
del mRNA (siglas en ingles de: &cido ribonucleico mensajero) se puede
insertar una sefial de poliadenilacion que da origen a Dp40 (Tozawa T. et al.
2012).
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Figura 1. Gen DMD y las proteinas distrofinas.

En la parte superior se observa una representacion del gen DMD, se sefialan los exones
en los cuales estan localizados los 3 promotores (regién 5°) que dan origen a las
distrofinas de longitud completa y los 4 promotores internos, a partir de los cuales se
generan las distrofinas cortas. En la parte de inferior se muestra esquematicamente la
composicidn en dominios de las diferentes distrofinas.

1.2. La estructura de la distrofina.

Aungue no se ha obtenido la estructura cristalizada de la proteina Dp427 se
sabe que dentro de su secuencia contiene 4 dominios que le permiten

interactuar con otras proteinas (figura 1):

El primer dominio es el extremo amino terminal que comprende los exones
1-8 y es el sitio de union a F-actina y a queratina a través de 2 dominios
homologos a calponina (CH1 y CH2). El segundo dominio, es la parte central
de la proteina en forma de barra, se enceuntra codificada en los exones 8 a
61 y esta constituido por repetidos de espectrina intercalados con 4 bisagras

(H1-H4) ricas en prolina. Esta parte interactia con otras proteinas tales como
3



filamentos de actina, filamentos intermedios, microtubulos, Oxido nitrico
sintetasa neuronal (NNOS), entre otras. El tercer dominio abarca los exones
62 a 69 y contiene una region rica en cisteinas, compuesta a su vez por un
motivo WW que tiene una longitud de 40 aminoé&cidos con forma de ranura
Gnica, dentro de la cual se encuentran residuos conservados de triptofano y
de tirosina conservados. Este motivo es capaz de interactuar con secuencias
PPXY (secuencia presente en B-distroglicano) y secuencias lineales de
péptidos fosforilados (Huang X. et al. 2000). Ademas, esta region de la
proteina tiene 2 motivos Mano EF (mano EF 1 y mano EF 2), cuya funcion es
estabilizar la interaccion entre la region WW y B-distroglicano. Por ultimo, el
motivo dedo de zinc (ZZ), localizado dentro del dominio rico en cisteinas, que
parece esencial para la union de [-distroglicano con distrofina y con
calmodulina, ésta ultima de manera calcio dependiente. Adicionalmente, el
motivo ZZ es esencial para la localizacion nuclear de Dp71 (Suarez-Sanchez
R. et al. 2014). El cuarto dominio de la distrofina corresponde al extremo
carboxilo terminal (exones 69 a 79), dentro de éste existe una estructura hélice
superenrollada (en inglés coiled coil: CC1 y CC2) que sirve de union para
distrobrevinas y sintrofinas (Rumeur E. L. 2015, Constantin B. 2014, Muthu M.
et al. 2012).

A través de estos dominios la distrofina cumple la funcion de servir como
andamio para una serie de proteinas que conforman el complejo de proteinas
asociadas a distrofina (DAPC, en inglés), también conocido como complejo de
distrofina-glucoproteinas (DGC, en inglés).

1.3. El complejo de proteinas asociadas a distrofina.

Dentro del dominio rico en cisteinas y carboxilo terminal se encuentran las
regiones de union a proteinas del DAPC. Las proteinas que conforman al

DAPC se localizan en la membrana plasmatica, aunque también se han
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encontrado en nucleo. El DAPC participa en la estabilidad de la membrana
plasmatica, sirviendo de puente entre la matriz extracelular y el citoplasma,
contribuyendo a la organizacion del citoesqueleto, participando en
sefalizacion y localizacion de otras proteinas en zonas especificas de la
membrana plasmatica (figura 2) (Constantin B. 2014, Tadayoni R. et al. 2012).

Las proteinas que forman parte de este complejo son:

Las sintrofinas son un grupo de 5 proteinas homologas que se
expresan en diferentes tipos celulares: a1-sintrofina se expresa en células
musculares, en el sarcolema, 1-sintrofina en fibras musculares rapidas, p2-
sintrofina en la union neuromuscular, y1- sintrofina en neuronas y, y2-
sintrofina en neuronas. Los sitios de union de las sintrofinas se encuentran
entre los exones 73 y 75 de la proteina distrofina, asi mismo, en algunas
isoformas de la distrofina estos exones son eliminados a través de
procesamiento alternativo del mRNA lo que permite la composicion de varios
DAPC con distinta estequiometria (Constantin B. 2014).

Las sintrofinas contienen un dominio PDZ flanqueado por 2 dominios
homélogos a Plekstrina 1 (PHn y PHc), adyacentes a estos se encuentra otro
dominio PH-2 y un extremo amino terminal Gnico de sintrofina (SU), que facilita
la union de proteinas relacionadas con sefalizacion intracelular, tales como
NNOS, cinasas, proteina G (a través del dominio PHn y PHc), calmudulina (a
través del extremo amino terminal) y canales iénicos a través del dominio PDZ,
Navl.5 de sodio y TRPC1, 4 de calcio (Constantin B. 2014).

El grupo de las distrobrevinas, estd conformado por: a-distrobrevina
codificada en el gen DTNA que se expresa en musculo y cerebro. Se han
reportado 5 isoformas: las isoformas 1, 2 y 3 transcritas a partir de promotores
localizados en el extremo 5” del gen y las isoformas 4 y 5 cuyos promotores
son internos. Ademas, la B-distrobrevina que se expresa en tejido no muscular,
codificada por el gen DTNB. Las distrobrevinas se unen a la distrofina a través

de motivos de hélices superenrrolladas (coiled coil) localizada en los exones
5



74-75 de la distrofina y 14-15 de la distrobrevina. Estas proteinas cuentan con
dos sitios de union a sintrofina ubicados en “tandem” dentro de un exén que
puede removerse por procesamiento alternativo del mRNA. El primer sitio se
localiza en la region variable 3 (vr3) que corresponde al exén 13y el segundo
sitio se localiza en el exon 14. El extremo carboxilo terminal de las isoformas
de distrobrevina es homoélogo al de la distrofina a excepcion de la isoforma a-
distrobrevina-3, cuya localizacion es nuclear y carece del extremo carboxilo
terminal. La isoforma a-distrobrevina-1 posee una tirosina que sirve de
sustrato para las enzimas tirosina cinasas (Blake D J. et al. 2002, Newey S. et
al. 2002, Sadoulet-Puccio H. M. et al. 1997).

El grupo de los distroglicanos se expresa en musculo y en cerebro. La
unién entre B-distroglicano y distrofina ocurre entre los exones 62 y 71 de la
distrofina (en los dominios WW, EF1, EF2y ZZ) y la region rica en prolinas (en
especifico PPXY) de B-distroglicano, formando una unién WW-PPXY, donde
la tirosina puede ser fosforilada. La porcion carboxilo terminal del [3-
distroglicano (en especifico PPXY), es capaz de unirse al dominio SH3 de la
proteina adaptadora Grb2, una proteina cinasa que junto con Sosl es capaz
de actuar como un intercambiador de GTP/GDP. A su vez, B-distroglicano se
une a a-distroglicano, el cual interacta con la laminina de la matriz
extracelular. (Blake D J. et al. 2002, Constantin B. 2014, Waite, A. et al. 2009)

Y por ultimo los sarcoglicanos, son proteinas transmembranales que
presentan una alta glicosilacion. Este grupo esta conformado por seis
miembros: a- y [-sarcoglicanos, expresados principalmente en tejido
muscular; &- y y-sarcoglicanos, expresados en musculo y en otros tejidos y; €-
y {-sarcoglicanos expresados principalmente en cerebro. Este grupo es capaz
de formar un sub-complejo heterotetramérico dentro del DAPC. Aunque la
funcién aun no se entiende del todo, este sub-complejo parecen aumentar la
fuerza de union entre la distrofina y a- y B-distroglicano (Blake D J. et al. 2002,

Waite, A. et al. 2012). A pesar de que se han reportado sub-complejos de
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sarcoglicanos incompletos, la asociacion tetramérica parece ser
funcionalmente importante para el ensamblaje y el trafico de las proteinas de
sarcoglicano. Sin embargo, e-sarcoglicano parece tener la capacidad de
localizarse en la membrana sin ayuda de otros sarcoglicanos. Adicionalmente,

g-sarcoglicano, se ha relacionado con la neurotransmision dopaminérgica
(Waite A. et al. 2009).

2
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Figura 2. Complejo de proteinas asociadas a distrofina.

La Dp427 que se encuentra en el musculo es capaz de interactuar de manera directa e
indirecta con un gran numero de proteinas que participan en: sefializacién
citoplasmatica (Proteina G, Grb2, NOS, calmodulina), citoesqueleto (F-actina), adhesion
a la matriz extracelular (a-distroglicano), canales idnicos, como el canal receptor de
potenciales transitorios de cationes 1 y 4 (TRPC1/4) y el canal cardiaco de sodio
activado por voltaje 1.5 (Nav1.5) (Constantin B. 2014)



1.4. La distrofina Dp71y sus isoformas.

Dada la importancia de Dp71 en el déficit cognitivo en DMD y BMD, resulta de
interés el estudio de esta distrofina. Adicionalmente, otros estudios han
reportado la participacion de Dp71 en varios procesos celulares como:
homeostasis de iones y agua, sefializacion celular, ciclo celular, arquitectura

nuclear y diferenciacion celular (Acosta R. et al. 2004, Tadayoni R. et al. 2012).

La distrofina Dp71 comprende los exones 63 a 79 del gen DMD y un
exon 1 especifico (extremo amino terminal), que es capaz de unirse a F-actina.
Ademas, la Dp71 solo conserva el dominio rico en cisteinas, asi como el
extremo carboxilo terminal de la Dp427. Debido al procesamiento alternativo
del mRNA de Dp71, que se presenta en los exones 71, 71-74, 78 y el intrén
70, se expresan diversas isoformas de esta proteina. Estas isoformas se
pueden organizar en 3 grupos de acuerdo a su extremo carboxilo terminal
(figura 3); El grupo Dp71d, las isoformas de este grupo presentan los exones
78 y 79 del gen DMD. Los miembros son: Dp71d (antes denominada Dp71),
Dp71da71, antes denominada Dp71a (el simbolo A indica que el exdn sefialado
enseguida esta ausente), Dp71da74, Dp71da71,74, Dp71da71,73-7a y Dp71da71-74,
antes denominada Dp71c. El grupo Dp71f cuyos integrantes presentan una
delecion del exon 78, la cual, genera la sustituciéon del exon 79 por 31
aminoacidos nuevos, constituyendo un exon 79 diferente. En este grupo se
encuentra: Dp71f, antes denominada Dp71b, Dp71fa71, antes denominada
Dp71ab, Dp71fa7a y Dp71fa71-74, antes denominada Dp71a110. Recientemente
se ha descubierto un nuevo grupo de isoformas de la distrofina llamado Dp71e,
tiene un extremo carboxilo terminal tnico, con la delecion el Ultimo amino&cido
del exén 77 y la adicion de 10 aminoacidos nuevos, provenientes del intron 77,
que previenen la traduccidn de los exones 78 y 79. Este grupo esta
conformado por: Dp7lea71, antes denominada Dp7le y Dp71fa71-74, antes
denominada Dp71ec. (Aragdn J. et al. 2017, Saint Martin A. et al. 2012).



Hasta ahora la distrofina mas pequefia reportada es Dp40 derivada del
promotor de Dp71. Esta isoforma se genera a partir de la insercién de un sitio
de poliadenilacion situado en el intron 70, provocando que esta isoforma
presente los exones 63 a 70 del gen DMD. Se ha reportado que esta distrofina
se localiza en vesiculas sinapticas y es capaz de interactuar con proteinas
presinapticas como sintaxina-1A, la proteina asociada al sinaptosoma 25
(siglas en inglés, SNAP25) y la proteina de membrana asociada a vesiculas
(siglas en inglés, VAMP2) (Tozawa T. et al. 2012). Asi mismo, se ha
encontrado en membrana plasmatica, citoplasma y nucleo de células PC12
diferenciadas con NGF, desempefiando una funcion hasta ahora desconocida
(Aragon J. et al. 2015).

Dp71 se expresa de forma ubicua y es la distrofina presente en mayor
medida en el cerebro. Se ha reportado su expresion en cultivos de neuronas
hipocampales donde colocaliza con el transportador hipocampal de glutamato
y PSD-95, en densidades post sinapticas glutamatérgicas, y en regiones de
crecimiento del cono neural. In vivo, se localiza en densidades post sinapticas
de las regiones CA1-3, en el giro dentado del hipocampo, en el bulbo olfatorio,
en las prolongaciones citoplasmaticas terminales de astrocitos perivasculares
y en glia de Muller en retina (Daoud F, Candelario-Martinez A. et al. 2009,
Waite A. et al. 2012).
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Figura 3. Composicion en exones de las isoformas de Dp71, Dp40 y la distrofina
mutante Dp71Avs-79.

En la parte superior se muestran los motivos WW, EF1/EF2 y ZZ de union a B-
distroglican, asi como los motivos CC1/CC2 de union a sintrofinas (Syn) y
distrobrevinas (Db). En la parte central estan representados los 3 grupos de Dp71,
el grupo Dp71d, el grupo Dp71f, el grupo Dp71e. También se muestra la isoforma
Dp40 y la mutante Dp71A7s.79. En la parte inferior se representa el alineamiento de
los aminoacidos de los ultimos exones de los grupos Dp71d, Dp71f, Dp71e vy la
mutante Dp71A7s.79 (Aragdn J. et al. 2011, Aragédn J. et al. 2017).
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1.5. Complejo de proteinas asociadas a Dp71.

La Dp71 es capaz de formar complejos similares a los conformados por
Dp427 ya que ambas presentan regiones homadlogas, sin embargo, Dp71 es
incapaz de suplir la funcion de la Dp427. La composicién de los complejos
formados por Dp71 varia debido a la existencia de una gran diversidad de
isoformas tanto de Dp71 como de otros miembros del DAPC, como es el caso
de las distrobrevinas, sintrofinas y sarcoglicanos, por lo que se han
caracterizado diferentes DAPC en varios tipos celulares.

En lisados hipocampales de ratas se encontr6 que Dp71 es la Unica
distrofina presente y por co-inmunoprecipitacion se encontré que Dp71d se
encuentra asociada con a1l-distrobrevina, a2-distrobrevina, a-sintrofina, y1-
sintrofina y B-distroglicano. Adicionalmente, tanto Dp71d, como Dp71f se
encuentran en complejo con las subunidades del receptor glutamatérgico
GIuR1-3 del receptor AMPA, las subunidades NR2A-B del receptor NMDA,
PSD-95 y el canal rectificante de potasio 1 activado por proteinas G. De
manera interesante también se encontraron 2 proteinas tirosina cinasas
relacionadas con el crecimiento de neuritas, morfogénesis de espinas
dendriticas y plasticidad sinaptica: la cinasa de adhesion focal (FAK) y proto
oncogen tirosina proteincinasa (C-src). La Dp71 parece funcionar como un
modulador o localizador para estas proteinas, ya que su ausencia causa una
deslocalizacion de nNOS, PSD-95, NMDAr y FAK, aunque, siguen uniéndose
en ausencia de Dp71. De esta manera la maduracion de la sinapsis
glutamatérgica de neuronas corticales e hipocampales se altera (Daoud F,
Candelario-Martinez A. et al. 2009).

Por otro lado, en neuronas hipocampales cultivadas in vitro se
caracterizaron complejos de proteinas asociados tanto a Dp71d (presente
principalmente en neuronas GABAérgicas bipolares) como a Dp71f

(principalmente en neuronas multipolares gutamatérgicas) en los “speckles”
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nucleares y se encontré que ambas isoformas se unen a las mismas proteinas:
a-sintrofina, a-distroglicano, B-distroglicano y nNOS, aunque, Dp71f se une
adicionalmente a a-distrobrevina-1, a-distrobrevina-2 y Dp7l1d a -
distrobrevina (Rodriguez-Mufioz R. et al. 2015).

Asi mismo, en retina se han reportado complejos asociados a Dp71f
localizados al final de las prolongaciones citoplasméticas de las células gliales
de Muller. Dp71f forma un complejo similar al DAPC y esta conformado por -
y a-distroglicano, &- y e-sarcoglicano, a1-sintrofina, a1-distrobrevina. Ademas,
a este complejo se le une F-actina, laminina de la matriz extracelular
(asociacion mediada por a-distroglicano), la proteina PSD-93 (union mediada
por a1l-sintrofina, posiblemente mediante los dominios PDZ de ambas
proteinas), el canal de potasio Kir4.1 y acuaporina 4. De esta manera, este
complejo mantiene la conductancia de iones potasio concentrada al final de
las prolongaciones citoplasmaticas y el equilibrio osmaético en las células
gliales de Miiller. Sin embargo, en ausencia de Dp71f, se pierde este equilibrio
osmotico y la conductancia se deslocaliza a otras zonas de la célula glial de
Miuller (Claudepierre T. et al. 2000, Fort P. E. et al. 2008).

Dp71f tiene un papel importante en adhesion celular ya que es un
componente estructural del complejo de adhesion B1-integrina, al interactuar
con FAK, a-actinina, talina, actina y B1-integrina en células PC12 (Figura 4).
De la misma manera, se observd en células PC12 transfectadas con un
antisentido contra Dp71, una alteracion en la composicién de este complejo y
en consecuencia las células PC12 pierden capacidad de adhesiéon (Cerna J.
et al. 2006).
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Figura 4. Complejo de proteinas asociadas a Dp71f en el proceso adhesion celular.

El complejo de proteinas asociadas a Dp71f es capaz de interactuar con otros complejos
como el complejo de integrinas. Esta asociacidn es indispensable durante la adhesién
celular y el proceso de diferenciacion en células PC12 (Tadayoni R. et al. 2012).

Por otro lado, Dp71d forma un complejo en el nucleo (figura 5)
conformado por [-distroglicano, a-sarcoglicano, distrobrevina, sintrofina,
emerina y lamina B1. Asi, Dp71d mantiene la estructura de la envoltura
nuclear, al conservar la correcta localizacion de la proteina emerina. Dp71d es
capaz de interactuar con lamina B1 y con B-distroglicano, en la zona del surco
de division durante la citocinesis y en el huso mitético. De esta manera Dp71
juega un papel importante durante el ciclo celular y la divisiébn celular
(Villarreal-Silva M. et al. 2010, Suarez-Sanchez, R. et al. 2014).
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Figura 5. Complejo de proteinas asociadas a Dp71d en el nucleo

Cuando Dp71d s t sloca al nucleo p z de interactuar con proteinas de la envoltura
nuclear como eme Ad emads, interactua con lamina-B1, un filamento que forma parte del
nucleoesquéleto (T d ayoni R. t al. 2012)

Dp71fA71 en células PC12 no diferenciadas forma un complejo con [3-
distroglicano, a1-sintrofina, p-distrobrevina, a-, B- y y-sarcoglicano, antes de
diferenciacion. Este complejo se modifica en células tratadas por 12 dias con
el factor de crecimiento neuronal (NGF). En estas condiciones, Dp71fA71 se
une a B-distroglicano, a1-sintrofina, p-distrobrevina, d-sarcoglicano y nNOS,
tras 12 dias de diferenciacion con NGF, ver figura 6 (Romo-Yafiez J. et al.
2007). Este cambio en la composicion del complejo sugiere que Dp71 podria

estar participando en el proceso de diferenciacion.
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1.6. Células PC12.

Las células PC12 derivan de un feocromocitoma adrenal de rata, un tumor
neuro-endocrino. Estas células tienen un origen embrionario en la cresta
neural, un grupo de células que dan origen a varios linajes celulares,
incluyendo a neuronas periféricas, entéricas y glia. Las células PC12 tras ser
estimuladas con NGF, son capaces de diferenciarse, cesar su proliferacion y
adquirir un fenotipo tipo neurona simpatica, capaz de excitarse eléctricamente
secretar y de liberar neurotransmisores como dopamina, epinefrina,
norepinefrina y acetilcolina (Fujita K. et al. 1989). EI NGF induce esta
diferenciacion, mediante su unién con el receptor tirosin cinasa TrkA,
enseguida la regién citoplasmatica de TrkA se autofosforila iniciando una via
de sefializacién que provoca la fosforilacion rapida y sostenida de la familia de
cinasas ERK, lo cual induce crecimiento de neuritas (Vaudry, D. et al. 2002).
Las células PC12 expresan solamente las isoformas de Dp71 (Marquez F. et
al. 2003, Rosas-Vargas H. et al. 2000), lo cual las hace un modelo apropiado
para estudiar el papel de Dp71 durante el proceso de diferenciacion y

proliferacion.

Se han realizado varios estudios en los que se muestra que Dp71 tiene un
papel relevante en el proceso de diferenciacion, en particular el crecimiento de
neuritas. Se ha reportado que tras estimular a las células PC12 con NGF, se
observa un aumento en la expresion de Dp71f, a partir del dia 3 de
diferenciacion, localizdndose principalmente en membrana y prolongaciones
neuritcas. Mientras que, el nivel de expresion de Dp71d se mantiene
constante, aunque su localizacion cambia hacia el nucleo (Marquez F. et al.
2003). Posteriormente, la inhibicion de la expresion de todas las isoformas de
Dp71 empleando un antisentido, se observé una disminucion en la generacion
de crecimiento de neuritas tras la induccion de diferenciacion con NGF y cAMP
(adenosina monofosfato ciclico). Sorprendentemente, los primeros eventos

gue ocurren durante el proceso de diferenciaciébn siguen inalterados: la

16



disminucién en la proliferacion celular y la activacion de ERK1/2. Asi mismo,
MAP2 una proteina importante para el ensamble de microtubulos durante el

crecimiento de neuritas, se ve disminuida (Acosta R. et al. 2004).

1.7. Células PC12-C11.

Los resultados reportados sugieren que Dp71d y Dp71f podrian tener
diferentes funciones, Dp71d parece tener un papel importante en nucleo y
Dp71f en la membrana plasmética. Aparentemente estas diferencias estan
dadas por la diferente composicion de los exones 78 y 79. Con el fin de
entender el papel del extremo carboxilo terminal en las funciones de Dp71, se
procedié a crear una mutante de la isoforma de distrofina de 71 kDa, que
carece los exones 78y 79, es decir, comprende de los exones 63 a 77, sin el
exon 71. Adicionalmente, en el extremo amino terminal se le agregd una
bandera de seis histidinas y un epitopo Xpress para hacer el seguimiento de
la proteina, a esta mutante se le nombré Dp71A7s.79. Esta distrofina mutante
fue trasfectada de manera estable en las células PC12. A través de una
seleccidn con zeocina, se obtuvo la sublinea celular PC12 Clona 11 (PC12-
C11). Mediante inmunofluorescencia y microscopia confocal se encontr6é que
Dp71A7s-79 en células PC12-C11 se localiza exclusivamente en la periferia
celular y a lo largo de las extensiones neuriticas, tras 6 dias de diferenciacion
con NGF (Aragon J. et al. 2011). En células PC12 Tet-On que sobre expresan
Dp71A7s-79 de manera inducible (PC12 clona B10), se determin¢ la localizacion
de Dp71A7s-79y esta se encontro en la periferia de la membrana plasmatica y

citoplasma (Herrera-Salazar A. et al. 2016).

Ademas, las células PC12-C11 tienen una tasa de diferenciacion mas
alta que las células PC12 silvestres (con base en su morfologia) ya que
extienden un mayor numero de neuritas y estas son mas largas que las que

desarrollan las células PC12 tras el estimulo con NGF (Figura 6).
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Adicionalmente, las células PC12-C11 desarrollan un fenotipo diferenciado a
los 4-6 dias de tratamiento con NGF, en comparacion con las células PC12
que lo alcanzan a 9-12 dias (Aragon J. et al. 2011). Es decir, Dp71A7s-79

favorece el crecimiento de neuritas y aumenta la taza de diferenciacion.

-NGF +NGF

{

Figura 7. Incremento en la formacion de neuritas en las células PC12-C11.

Se muestran imagenes en campo claro de las células PC12 y PC12-C11 durante el proceso
de diferenciacion con NGF. Las células fueron cultivadas sin NGF y con NGF por 3y 6 dias.
(d=dia). En los 3 paneles superiores se muestra a las células PC12 en un proceso de
diferenciacién con NGF. En los 3 paneles inferiores se muestra a las células PC12-C11 en
un proceso de diferenciacion con NGF. Las células PC12-C11 son capaces de presentar
mayor numero de neuritas (y mas extensas) por célula que las células PC12 (Aragdn J. et
al. 2011).

Para entender cémo Dp71Ars-79 podria estar promoviendo este
aumento en la formacion de neuritas, se realizé un analisis prote6mico de
células PC12-C11. Se encontré que los niveles de expresion de algunas
proteinas se ven alterados respecto a las células control. En células PC12-
Cl1, a 6 dias de diferenciacién, bajan los niveles la expresion de algunas
proteinas relacionadas con los procesos de diferenciacion como NF-L,

(neurofilamento de cadena ligera, importante para el crecimiento radial del
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axon), secretogranina-2, relacionada con el empaque de neuropéptidos en
vesiculas, TH (tirosin hidroxilasa), encargada de convertir tirosina en L-DOPA,
un precursor de dopamina. Por otro lado, entre otras proteinas, HspB1l
aumenta su expresion, siendo la proteina con la mayor regulacion positiva.
(Merino-Jiménez C. et al. 2016). HspB1 es una proteina que esté relacionada
con la respuesta al estrés celular (por calor y protedtoxicidad) y con
crecimiento de neuritas (Read DE, Gorman AM. 2009). Interesantemente, al
realizar un bloqueo inmunolégico contra HspB1 se observa una disminucion
significativa en crecimiento de neuritas en células PC12-C11 tratadas con
NGF por 3 dias (Merino-Jiménez C. et al. 2016). Es decir, HspB1 estimula el
crecimiento de neuritas en mayor medida. HspBl tiene dos funciones
principalmente, la primera sucede cuando no esta fosforilada, en esta
condicion, HspB1 se oligomeriza y actia como chaperona, asi, reestructura
proteinas mal plegadas. La segunda funcion de HspB1 ocurre cuando los
residuos serina 15 y 86 son fosforilados. HspB1 fosforilada es capaz de
estabilizar el citoesqueleto a través de su interaccion con tubulina y flamentos
de actina, promoviendo el crecimiento de neuritas (figura 8) (O’Reilly AM. et
al. 2010).

HspB1

Fosforilacion
> Union a F-actina

Chaperona

Figura 8. Proteina HspB1

HspB1 no fosforilada es capaz de oligomerizarse y actuar como chaperona, favoreciendo
el correcto plegamiento de proteinas mal estructuradas. Cuando HspB1 (circulo azul) es
fosforilada (estrellas amarillas) en los residuos 15 y 86, es capaz de interactuar con F-
actina y tubulina, de esta manera estabiliza el citoesqueleto, promoviendo el
crecimiento de neuritas durante la diferenciacién (O’Reilly AM. et al. 2010).

19



Justificacion.

Las evidencias indican que la propiedad de Dp71 de servir como andamio y
unirse a diversas proteinas es primordial para su funcion. Se sugiere que cada
una de sus isoformas puedan tener una funcion distinta, ya que la localizacion
subcelular y la composicion de los complejos que forman son diferentes. Con
el propésito de entender el papel que desempefian las diferentes regiones y el
extremo carboxilo terminal de Dp71 se gener6 la mutante Dp71A7s-70. Las
células PC12-C11 que sobreexpresan esta proteina mutante estimulan el
proceso de crecimiento de las neuritas, en presencia de NGF. Con el propésito
de entender cémo la distrofina mutante Dp71Avs-79 estimula el crecimiento
neuritico en las células PC12-C11, en este trabajo se llevdo a cabo la
identificacion de las proteinas que se asocian a esta distrofina, conocimientos

que contribuirdn a entender la funcion de los exones 63 al 77 de Dp71.
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3. Hipotesis.

La distrofina mutante Dp71A7s-79 forma parte de un complejo que participa en

el crecimiento de neuritas en las células PC12.
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4. Objetivos.

4.1. Objetivo general.

Identificar proteinas que estén asociadas a la distrofina mutante Dp71Avs-79, €n
células PC12-C11.

4.2. Objetivos particulares.

1. Realizar modelos in-silico de las proteinas Dp71A7s-79, Dp71dA7,
Dp71fA71 y Dp71eA71, mediante I-TASSER y comparar las estructuras
predichas.

2. Evaluar la expresion de la proteina Dp71A7s-79, NF-L y TH durante el
proceso de diferenciacion en células PC12-C11.

3. ldentificar proteinas asociadas a Dp71A7s-79.
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5. Materiales y métodos.

5.1. Modelamiento in-silico.

Las secuencias de Dp71dA71 (Numero de acceso: NP_036830.2), Dp71fA71
(Numero de acceso: NP_001005244.1) y Dp71elA71 (Numero de acceso:
AEA76517.1) fueron obtenidas de la pagina http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ del

National Center for Biotechnology Information (NCBI). Estas secuencias
fueron reportadas por nuestro grupo de trabajo. Para obtener la secuencia de
Dp71A7s-79 se utiliz6 como molde la secuencia de Dp71dA71, a la cual, se le
removieron los Ultimos 13 aminoé&cidos, correspondientes a los exones 78 y
79. Los modelos terciarios de las proteinas Dp71dA71, Dp71fA71, Dp71eA7n y
Dp71A7s79 se obtuvieron utilizando la herramienta Iterative Threading
ASSEmby Refinement (I-TASSER) https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-
TASSER/. Posteriormente se realizaron alineamientos de estructuras entre

Dp71A7s-79 y cada una de las isoformas (Dp71dA71, Dp71fA71, Dp71elr1) y se
obtuvo en Root-mean-square deviation of atomic positions (RMSD) que nos
indica la distancia promedio entre los atomos de los aminoacidos de la cadena
principal superpuestos. Los parametros del alineamiento fueron: algoritmo;
Needleman-Wunsc y la Matriz; BLOSUM-62. Se utilizé el programa Chimera
1.11.2rc para obtener las imagenes de las estructuras, asi como para realizar

los alineamientos entre las proteinas.

5.2. Cultivo celular.

Las células PC12-C11 fueron cultivadas en placas de plastico con medio de
crecimiento Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM), suplementado con
suero de caballo al 10% inactivado por calor (Gibco, Rockville, MD, USA), 5%

de suero fetal bovino (Gibco), 0.25 ug/mL micostatina, 100 U/ml de penicilina
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(Gibco), 1 mg/ml de estreptomicina y (Gibco y 200 ug/mL de zeocina
(Invitrogen) a 37°C en una atmosfera saturada de agua con CO:2 al 5%. El
medio se cambi6 cada 3 dias. Para diferenciar a las células, se cultivaron en
placas cubiertas con coladgena en medio de crecimiento diluido 1:10 para
sincronizar por 3 dias (las concentraciones de antibiéticos se mantuvieron sin
diluir). Posteriormente se cambio el medio por medio de crecimiento diluido
adicionado con 50 ng/mL de NGF. Para las curvas de diferenciacion, las
células fueron sembradas en placas p30 con 400,000 células al dia 0y 1 de
diferenciacion, 300,000 células para los dias 2 y 3, y 200,000 células para el
dia 6. Las células PC12 fueron cultivadas en las mismas condiciones, sin usar
zeocina. Se omitié el uso antibiético durante la diferenciacion para ambas
lineas celulares. El medio completo se cambio6 2 veces por semanay el medio

bajo en suero con o sin NGF cada 3 dias.

5.3. Lisado de células en condiciones

desnaturalizantes.

Las células PC12-C11 que fueron usadas para realizar las curvas de
diferenciacion se lisaron de la siguiente manera: la cosecha se hizo por
raspado de caja, en seguida se empastillaron las células por centrifugacion a
2,655 g por 5 minutos a 4°C. Posteriormente, se realizaron 3 lavados con PBS
alternados con centrifugaciones a 2655 g por 5 minutos a 4°C, al final de los
lavados se resuspendio el precipitado de células en un volumen de 150 a 400
pl del tampon de lisis “T” (Tris-HCI 250 mM, EDTA 1 mM y cocktail de inhibidor
de proteasas complete (roche) 1X, a pH=8) y se pasaron las células a un tubo
de 1.5 ml. A continuacion, se sonicaron las muestras en hielo por 2 minutos 15
segundos a una amplitud de 50% con un pulso de 15 segundos y un descanso
de 30 segundos. Finalmente, se centrifugaron los lisados a 17,949 g por 15

minutos a 4°C y se recupero el sobrenadante. Para cuantificar la proteina se
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empled la técnica de Bradford utilizando el reactivo de Protein Assay Dye

Reagent Concentrate (Bio Rad). Las muestras se almacenaron a -20°C.

5.4. Electroforesis en gel de poliacrilamida-
dodecilsulfato sodico (SDS-PAGE) e

inmunodeteccion en fase sélida.

A 40ug de lisados celulares se les agregé el tampdn de muestra 1 para obtener
una concentracion final de 50 mM Tris-HCI pH=7, 2% Dodecilsulfato sédico,
2% B-mercaptoetanol, 4% glicerol y 0.1% azul de bromofenol. Estos lisados
fueron calentados a ebullicion por 5 minutos. Posteriormente se corrieron en
un SDS-PAGE (Electroforesis en gel de poliacrilamida-dodecilsulfato sodico)
al 12% (relacién acrilamida-bisacrilamida; 30:0.8). Posteriormente, se realizd
la trasferencia humeda por 1 hora a 100 volts en membranas de nitrocelulosa,
se bloguearon las membranas por 2 horas en una solucién al de TBS-T (100
MM tris-HCI, 1.5 M NacCl, 0.5% tween-20, pH=8) con leche en polvo libre de
grasas al 5%. Después, se realizaron de 3 lavados de 10 minutos con TBS-T
y se incubaron toda la noche a 4°C con los anticuerpos primarios. Los
anticuerpos que se utilizaron fueron: anti-Xpress de ratén (R910-25, invitrogen)
a una dilucion de 1:200, anti-NF-L de raton (Ab7255, Abcam) 1:2,000, anti-TH
de conejo (Ab41528, Abcam) 1:200, LG5 de conejo (anti-B-distroglicano)
1:200, anti-HspB1 de conejo (Ab12351, Abcam) 1:500, anti-FAK (Sc-558,
santa cruz) 1:500, anti-B-actina de ratén (Sc-47778, santa cruz) 1:50. Tras
lavar 3 veces con TBS-T las membranas recién incubadas con el anticuerpo
primario se incubaron por un tiempo de 1 a 2 horas a temperatura ambiente
con el anticuerpo secundario en una solucién de TBS-T, con leche en polvo
baja en grasa al 5%. Los anticuerpos secundarios usados fueron: anti-raton de
cabra (A10668, Invitrogen) 1:10,000 y anti-conejo de cabra (A10547,

Invitrogen) 1:10,000. Ambos anticuerpos secundarios estan conjugados a la
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peroxidasa de rabano. Al final se reveld6 mediante una reaccion
quimioluminiscente adicionando el sustrato de la enzima (Western Lightning
Plus-ECL) en placas radiograficas o utilizando un analizador fluorogréfico de
barrido (Typhoon). Las intensidades de las bandas fueron cuantificadas
usando el programa ImageJ. Para normalizar la expresion de las proteinas
evaluadas, se midieron las intensidades de las bandas y estas fueron divididas

sobre la intensidad de la banda de actina (control de carga).

5.5. Cross-linking.

Las células PC12-C11 fueron cosechadas por raspado de cajas p100 a una
confluencia del 90%. En seguida, se precipitaron las células por centrifugacion
a 2,655 g por 5 minutos a 4°C. Posteriormente, se realizaron 3 lavados con
PBS alternados con centrifugaciones a 2,655 g por 5 minutos a 4°C, al final de
los lavados se resuspendié el precipitado de células en una soluciéon de PBS
adicionada con paraformaldehido (PFA) al 0.5y 1% para inducir cross-linking.
Se incubd por 15 minutos, tras los cuales se agregd glicina (0.125 M
concentracion final) para detener la reaccion. Para lisar a las células, estas se
incubaron por 20 minutos en hielo con agitacion utilizando el tampon de lisis
BE-2 (50 mM Tris-HCI, 150 mM NacCl, 1% triton X-100, pH=7.4). El lisado se
centrifug6 por 15 minutos a 17,949 g a 4°C. Se preservo el sobrenadante y se
agrego el tampdn de muestra 2 (concentracion final: 50 mM Tris-HCI, 150 mM
NaCl, 10% glicerol, 1% tritbn X-100, 5 mM EDTA, 1X de “cocktail’ de
inhibidores de proteasas de roche). 20 ul de lisados se corrieron en un SDS-
PAGE en gradiente del 4 al 15% (relacién acrilamida-bisacrilamida: 30:0.8).
Previo a la corrida en el gel, las muestras se calentaron por 15 minutos de
manera independiente bajo 2 condiciones: a ebullicion, para revertir el cross-
link y a 65°C, para desnaturalizar proteinas sin afectar el cross-link. Después,

las proteinas fueron transferidas a membranas de nitrocelulosa como se
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describié previamente y se continud con la inmunodeteccion en fase solida.

5.6. Lisado de células en condiciones nativas.

Las células PC12 y PC12-C11 se cultivaron en cajas pl00 hasta
obtener una confluencia del 90% y fueron cosechadas de la siguiente manera:
se retird el medio de las cajas y se agregaron 5 ml de PBS con EDTA 0.5 mM
y se rasparon las cajas para obtener las células. En seguida se precipitaron
las células por centrifugacion a 2,655 g por 5 minutos a 4°C. Posteriormente,
se realizaron 3 lavados con PBS alternados con centrifugaciones a 2,655 g por
5 minutos a 4°C, al final de los lavados se resuspendio el precipitado de células
en el tampon de lisis nativo (20 mM Bis-tris, 500 mM Acido gama
aminocaproico, 20 mM NaCl, 2 mM EDTA, Glicerol 10%, 0.5% Triton X-100,
1X de “cocktail” de inhibidores de proteasas de roche, pH=7) y se incubo por
30 minutos en hielo con agitacion constante. A continuacioén, el lisado se
centrifugd por 15 minutos a 17,949 g a 4°C. Se preservo el sobrenadante, el
cual fue cuantificado para determinar la concentracion de proteina. Para esto,
se empleo la técnica de Bradford. Se utiliz6 el reactivo de Protein Assay Dye

Reagent Concentrate (Bio Rad). Se almacenaron las muestras a 4°C.

5.7. Co-inmunoprecipitacion.

Las células se cultivaron hasta obtener el 90% de confluencia. Para co-
inmunoprecipitar se emplearon de 800 a 1,000 pg de lisados totales de células
PC12-C11. Como control negativo se emplearon células PC12 (no expresan a
la Dp71A7s-79). Primero se bloquearon estos lisados con proteina G-sefarosa
(15 pl por cada 400 pl de lisado) (P3296, sigma-aldrich) por hora y media a
4°C en agitacion constante. Después, se centrifugaron las muestras a 17,949
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g a4°C por 15 minutos. Se recupero el sobrenadante y se incubo toda la noche
a 4°C en agitacion constante, con el anticuerpo monoclonal anti-hisX6 (sc-
53073, santa cruz), 8 ug para 1,000 ug de lisado total. Para los precipitados
negativos en lugar de anticuerpo se agreg6 un volumen igual del tampén de
lisis nativo. Posteriormente, se incubd la muestra con 35 pl de proteina G-
sefarosa por 2 horas a 4°C con agitacion constante. Al termino, se
centrifugaron las muestras a 17,949 g a 4°C por 15 minutos y se guardo el
sobrenadante. Por otro lado, los precipitados se lavaron 3 veces con 1 mi del
tampon de lisis nativo. Entre cada lavado se centrifugd a 17,949 g por 15
minutos a 4°C. Al final los precipitados se dejaron en un volumen aproximado
de 50 pl en el tampdn de lisis nativo (para los geles nativos) o se resuspendio
en el tampon de muestra 1 (para SDS-PAGE).

5.8. Gel azul nativo y transferencia de proteinas.

Los precipitados y 100 pg de lisados totales fueron corridos en geles de
poliacrilamida en condiciones nativas a un voltaje constante de 100 volts a 4°C
en un gel en gradiente de resolucion del 12% (0.5 M acido gama
aminocaproico, 0.005 mM Bis-tris, 18.5% glicerol, relaciéon acrilamida-
bisacrilamida; 30:0.8, pH=7) al 4% (preparado como el gel al 12% sin glicerol)
y un gel concentrador al 3.2%. Para correr estos geles se emplearon los
tampones de: Anodo (50 mM bis-tris, pH=7) y catodo (15 mM bis-tris, 50 mM
tricina, 0.02% azul de coomassie G-250, pH=7), a la mitad de corrida el tampdn
de cétodo fue cambiado por el tampon de catodo sin azul de coomassie G-
250. A continuacién, se transfirieron las proteinas a membranas de polifluoruro
de vinilideno (PVDF) usando el tampon de céatodo sin colorante, por 3 horas
30 minutos a 30 mAmp y 20 v. Se destifio la membrana con metanol y se
bloqued la membrana tal como se describié previamente y se incubo con el

anticuerpo primario anti-Xpress y el anticuerpo secundario anti-raton. Se
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revelo la membrana como se menciond previamente.

5.9. Tincién con azul de Coomassie coloidal.

Una vez terminada la electroforesis, se obtuvo el gel, al cual se le
realizaron 3 lavados de 5 minutos cada uno con dH20 (agua destilada).
Posteriormente se incubaron los geles por 1 hora con agitacion constante en
solucién fijadora (30% etanol, 10% acido acético) y se lavaron con dH20 por 5
minutos en agitacion constante. Tras el lavado, se incubo toda la noche a
temperatura ambiente con azul de coomassie coloidal (Bio-safe, coomassie G-
250 Stain). Se retiro el colorante y se realiz6 un lavado con dH20 hasta que se

visualizaron las bandas.

5.10. Analisis estadistico.

Para realizar el analisis estadistico se aplico la prueba ANOVA de una via ya
gue nos permite determinar si alguno de los grupos presenta diferencias
significativas. Esta prueba es adecuada para realizar comparaciones de
medias entre mas de 2 grupos independientes en estudios donde solo hay una
variable. Para comparar entre grupos se realiz6 una prueba post-hoc de
Dunnet, esta prueba permite determinar diferencias entre grupos con
varianzas diferentes. Para disminuir las varianzas de nuestros grupos, todos
los datos de las curvas de NF-L y TH fueron transformados utilizando la funcion
sgrt(Y). Estos analisis se realizaron utilizando el programa GraphPad-Prism 6.
Se asumi6é que los datos se comportaban normalmente y se consideraron

estadisticamente significativas aquellas diferencias con una p < 0.5.
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6. Resultados.

6.1. Modelos in-silico de las proteinas Dp71A7s.79,
Dp71dA71, Dp71fA7;17 y Dp7leA7;, mediante |-
TASSER.

Con el objetivo de saber si las modificaciones en los exones 78 y 79 que
caracterizan a cada grupo y la carencia de estos exones en la mutante
Dp71A7s-79, podrian ser suficientes para generar un cambio notorio en la
estructura terciaria general de la proteina, se decidié realizar modelamientos
in-silico de las estructuras de Dp71Ars-79 (C-score=0.02), Dp71dA7:1 (C-score=-
0.01), Dp71fA71 (C-score=-0.16) y Dp71eA71 (C-score=-0.07). Se eligieron
estas isoformas ya que son las que presentan mayor similitud en secuencia
respecto a Dp71A7s-79. En la figura 9 se muestran las estructuras obtenidas in-
silico de las proteinas. Los colores azul y amarillo se representan los motivos
WW y EF1/EF2, respectivamente. En todas las estructuras de las isoformas,
estos dominios presentaron una conformacion distinta entre si. Lo mismo
sucede con el dominio ZZ relacionado con importe nuclear que esta coloreado
en rojo. Igualmente, los motivos CC1 y CC2 coloreados en verde presentaron
una conformacién diferente entre cada isoforma evaluada y la Dp71A7s-79.

Sugiriendo que todas las estructuras son diferentes entre si.
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Figura 9. Estructuras in-silico de Dp71A7s-79, Dp71dA71, Dp71fA71 y Dp71eA:.

Las estructuras fueron obtenidas con el programa I-TASSER y modeladas con Chimera. A)
Dp71A7s.79. B) Dp71dA71. C) Dp71fA71. D) Dp71elAs. El color azul representa el dominio
WW, en amarillo se muestra los dominios EF1/EF2, en rojo el dominio ZZ y en verde el
dominio CC1/CC2.
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Con el proposito de confirmar estas diferencias en estructuras entre la
mutante y las isoformas Dp71dA71, Dp71fA71 y Dp7l1lelA71, se realizaron
alineamientos entre Dp71A7s.79 y estas isoformas. El alineamiento entre
Dp71A7s-79 y Dp71dA71 dio un RMSD de 34.623 angstroms entre 591 pares de
atomos (figura 10A); Dp71fA71 dio un RMSD de 32.244 angstroms entre 591
pares de atomos (figura 10B); y Dp71eA71 dio un RMSD de 37.374 angstroms
entre 591 pares de atomos (figura 10C). Las estructuras predichas de
Dp71dA7, Dp71fA71 y Dp71eA71 no son homoélogas a la estructura predicha
de Dp71A7s-79. En conclusion, la ausencia en los exones 78 y 79 tiene un

impacto importante en la estructura general de Dp71.

Figura 10. Alineamientos entre la Dp71A7s-79 y Dp71dA71, Dp71fA71 y Dp71eA71.

Las estructuras fueron obtenidas con el programa I-TASSER y alineadas con Chimera.
A) Dp71A75-79 con Dp71dA71. B) Dp71A75.79 con Dp71fA71. C) Dp71A7s-79 con Dp71ely:.
El color rojo representa la estructura de la Dp71Ass-79 y el azul las estructuras de
Dp71dA71, Dp71fA71 y Dp71el7.
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6.2. Expresion de las proteinas NF-L, TH y Dp71A7s-79,
durante el proceso de diferenciacion en células
PC12-C11.

El segundo objetivo de este proyecto consistio en analizar la cinética de
expresion de las proteinas: neurofilamento ligero (NF-L), tirosina hidroxilasa
(TH) y Dp71A7s-79, tanto en células PC12-C11 diferenciadas con NGF como no
diferenciadas. NF-L es una proteina que se expresa en células PC12 durante
el proceso de diferenciacion (Yuan A. et al. 2012), importante para el
crecimiento radial del axén (Lee VM. 1985). TH es la enzima encargada de
convertir tirosina en L-DOPA. Se ha reportado que la actividad de esta enzima
disminuye durante el proceso de diferenciacion en células PC12 (Greene LAy
Tischler AS 1976). Ambas proteinas se utilizaron como marcadores de
diferenciacion para corroborar que las células PC12-C11 estan pasando por
un proceso de diferenciacion al ser tratadas con NGF. También se evaluaron
los niveles de Dp71Avs-79 para identificar las condiciones en donde presenta
una mayor expresion. Para esto se cultivaron células PC12-C11 sin NGF (dia
0) y con NGF a los dias 1, 2, 3y 6. Se evaluaron los niveles de expresion de
NF-L, TH y Dp71A7s.79 y se normalizaron respecto a la expresién de actina en
todos las inmunodetecciones. En la figura 11 se muestra un esquema de este

experimento.
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Figura 11. Esquema experimental de la curva de diferenciacion.

Las células PC12-C11 fueron sembradas sobre placas recubiertas con colagena vy
tratadas con o sin NGF por 1, 2, 3y 6 dias de cultivo, en los cuales las células fueron
cosechadas y lisadas como se indica en materiales y métodos. Estos lisados fueron
corridos en un SDS-PAGE al 12% para el posterior analisis de expresién de las proteinas
NF-L, TH y Dp71A75.79 por inmunodeteccion en fase sélida.
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Las células PC12-C11 presentaron un aumento en la expresion de NF-
L a partir del primer dia de tratamiento con NGF respecto al dia O (Figura 11A
y 11C). Ademas, los niveles de expresion no variaron en los dias posteriores.
Por otro lado, TH mantiene sus niveles de expresion hasta el dia 3 respecto al
dia cero y al dia 6 de tratamiento con NGF disminuye su expresion (Figura 11B
y 11C). En la figura 11C se observan las inmunodetecciones representativas,

con flechas estan sefaladas las bandas de NF-L y TH.
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Figura 12. Expresion de NF-L y TH en células PC12-C11 durante diferenciacion.

Las células fueron cultivadas en placas cubiertas con coldagena y diferenciadas con NGF
durante los dias sefialados previamente (D = dia). Se realizé una inmunodeteccién en fase
sélida utilizando los anticuerpos anti-NF-L, anti-TH y anti-B-actina (como control de carga). A)
Se graficd la expresion de NF-L. B) Se graficé la expresion de TH. C) Se muestran las
inmunodetecciones representativas de NF-L y TH. B-actina se utilizé6 como control de carga
*P< 0.05 y **P<0.01 muestran diferencias significativas con respecto al control (dia 0). Las
graficas muestran el promedio £ SD de 2 experimentos independientes.
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Con el fin de conocer los niveles de expresion de NF-L y TH, en células
no diferenciadas, se analizaron las células cultivadas en ausencia de NGF los
dias 0, 1,2, 3y 6. Como se observa en la Figura 13A y 13C, la expresion de
NF-L fue imperceptible y la expresion de TH disminuy6 conforme avanzan los

dias de cultivo (figura 13B).
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Figura 13. Expresion de NF-L y TH en células PC12-C11 no diferenciadas.

Las células fueron cultivadas en placas tratadas con coldgena, sin NGF durante los dias
sefialados previamente (D= dia). Se realizé una inmunodeteccién en fase sélida utilizando los
anticuerpos anti-NF-L, anti-TH y anti-B-actina. A) Se graficé la expresion de NF-L. B) Se observa
la grafica de expresion de TH. C) Se grafica la expresién de NF-L y TH. B-actina se utilizé como
control de carga. No fue posible realizar duplicado de este experimento.
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Una vez que se evaluaron los marcadores de diferenciacion NF-L y TH,
tras es estimulo con NGF, se determiné la expresion de la Dp71A7s-79. En la
figura 13A se muestra los niveles de expresion de la mutante Dp71A7s.79
durante el proceso de diferenciacion. Se observd un aumento
estadisticamente significativo en los dias 1, 2 y 3 respecto al dia 0, ademas,
en el dia 1 es cuando ocurrio la mayor expresion de Dp71A7s-79. Sin embargo,
en los dias posteriores la expresion disminuye paulatinamente, hasta el dia 6,
cuando los niveles de la Dp71Avs-79 son semejantes a los del dia 0. En la figura

13B se observan las inmunodetecciones en fase solida representativas.
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Figura 14. Expresion de Dp71A7s-79 en células PC12-C11 durante diferenciacion.

Las células fueron cultivadas en placas tratadas con coldgena y diferenciadas con NGF
durante los dias sefialados previamente (D = dia). Se realizé una inmunodeteccion en fase
sélida utilizando los anticuerpos anti-Xpress y anti-B-actina. A) Se graficd la expresién de
Dp71A7s8.79. B) Se muestran las inmunodetecciones representativas de Dp71A7s.79. B-
actina se utiliz6 como control de carga **P< 0.01 y ***P<0.001 muestran diferencias
significativas con respecto al control (dia 0). La grafica muestra el promedio + SD de 2
experimentos independientes.
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Expresion relativa

Para descartar que el aumento en la expresion de Dp71Avs-79 se deba
a otro factor, se evaluaron los niveles de expresion de Dp71Avs-79 en células
no diferenciadas (sin NGF) a los mismos dias de cultivo (0, 1, 2, 3y 6). Como
se observa en la Figura 15A la expresion Dp71Azs-79 disminuy6 ligeramente al

primer dia de cultivo y esta expresion no cambio durante los dias posteriores.
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Figura 15. Expresion de Dp71A7s-79en células PC12-C11 sin NGF.

Las células fueron cultivadas en placas tratadas con coldgena, sin NGF durante los dias
sefialados previamente (D = dia). Se realizé una inmunodeteccién en fase sélida
utilizando los anticuerpos anti-Xpress y anti-B-actina. A) Se graficé la expresién de
Dp71A75-79. B) Se muestran las inmunodetecciones representativas de NF-Ly TH. B-
actina se utilizdo como control de carga. No fue posible realizar duplicado de este
experimento.
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6.3. Identificacion de proteinas asociadas a Dp71A7s.79.

Con el proposito de determinar la posible funcion de Dp71A7s-79, Se buscaron
proteinas que interactian con esta mutante. Para la identificacion de estas
proteinas se abordaron diferentes metodologias para cumplir con este
objetivo, tales como, cross-linking, co-inmunoprecipitacion, gel azul nativo,

SDS-PAGE e inmunodetecciones en fase soélida.

6.3.1. Preservacion de los complejos en los que participa

Dp71A7s.79 mediante Cross-linking.

Esta técnica consiste en utilizar PFA para convertir las interacciones entre
proteinas no covalentes a covalentes, preservando los complejos durante las
manipulaciones posteriores de la muestra. Esta union se revierte calentando
la muestra a ebullicion, de esta manera, las proteinas ahora pueden ser
identificadas por espectrometria de masas. En la figura 16 se muestra un

esquema de esta técnica.

®e

PFA Ebullicién O . Identificacion por
— el — .
. espectrometria de masas

Figura 16. Cross-linking entre proteinas.

Las células PC12-C11 son tratadas con PFA, esto provoca que las proteinas que se

encuentren a menos de 2 angstroms de distancia se unan de manera covalente. Esta unién
puede ser revertida calentando la muestra a ebullicion, para su posterior identificacion por

espectrometria de masas (Klockenbusch C., Kast J. 2010).
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Con el objeto de identificar proteinas asociadas a la Dp71A7s-79, Se
procedié a obtener extractos totales de células tratadas con PFA, tal como se
describe en materiales y métodos. En la figura 17 se muestra la
inmunodeteccion en fase sélida en la que se identificé a la Dp71A7s-79. Se
observa que en los carriles cuarto y sexto hay un retraso en la migracion
electroforética, respecto a la banda de la Dp71Avs-79 desnaturalizada, asi como
sin PFA. En conclusion, se lograron preservar complejos donde Dp71A7s-79
esta presente. Aunque se lograron preservar complejos de Dp71A7s-79, N0 se
siguid con esta metodologia ya que, datos no publicados de nuestro grupo de
trabajo demostraron que el rendimiento en la identificacion de proteinas

usando esta técnica es bajo.

Células PC12-C11
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v . —_—

desnaturalizada
15%

Figura 17. Preservacion de los complejos en los que participa Dp71A7s.79 mediante
Cross-linking.

Se corrieron las muestras en un gel en gradiente de 4 a 15% y en seguida, se realizo
una inmunodeteccidon con el anticuerpo anti-Xpress. + = los extractos fueron
ebullidos, -- = los extractos fueron calentados a 65°C, 0.5 = las células fueron tratadas
con PFA al 0.5%, 1 = las células fueron tratadas con PFA al 1%. Las flechas del lado
derecho sefialan la migracion electroforética de los complejos en los que se encuentra
la Dp71A75-79 (parte superior) y la Dp71A7s.79 (parte inferior) desnaturalizada. El
experimento fue realizado por duplicado.
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6.3.2. Identificacion de complejos de proteinas en los que

Dp71A7s.79 participa mediante co-Inmunoprecipitacion.

La siguiente técnica empleada fue la de co-inmunoprecipitacion. El objetivo de
esta metodologia es separar del lisado celular, los complejos en los que
solamente participa Dp71Avs-79. Esta técnica consiste en precipitar a Dp71Avs.
79 y a las proteinas con las que esté interactuando, usando un anticuerpo, en
este caso, se uso un anticuerpo contra la bandera de 6 histidinas que Dp71A7s-
79 lleva en su extremo amino-terminal. Para precipitar los complejos, se utilizé
sefarosa-proteina G. La proteina-G se es capaz de unirse de manera no
covalente con los anticuerpos y la sefarosa le da el peso necesario para
precipitar a los complejos. En la figura 17 se muestra un esquema de esta

técnica.

Complejos
Lisado total purificados

h
¢ -

Sefarosa-

O —

proteina G

proteina G

Figura 18. Fundamento del experimento de Co-inmunoprecipitacion.

La mezcla de complejos que se encuentran en el lisado, son tratados con un
anticuerpo que va dirigido contra la proteina X. Asi mismo, se adiciona sefarosa-
proteina G, que permite la precipitacion de los complejos. Al final se obtienen los
complejos (Y) en los que estd presente la proteina X unida al anticuerpo, sefarosa-
proteina Gy las proteinas que se unen inespecificamente a la sefarosa-proteina Gy
al anticuerpo.
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Se realiz6 una inmunodeteccion en fase sélida contra la Dp71A7s-79 de
los inmunoprecipitados de células PC12-C11. Se utilizaron las células PC12
como control negativo, porque estas células no expresan a la Dp71Avs-79
(figura 19). Solo los carriles que corresponden a las células PC12-C11
presentan marca de la Dp71A7s-79 demostrando la especificidad de la
precipitacion del anticuerpo para la Dp71A7s-79. Ademas, en el precipitado
negativo (no se agrego el anticuerpo anti-hisX6 para precipitar) de PC12-C11
no hay marca de Dp71Avs-79, indicando que esta proteina solo precipita en
presencia del anticuerpo anti-hisX6. Entre la marca de Dp71A7s79 y el
marcador de 55 kDa se observa una banda que corresponde a la cadena
pesada del anticuerpo anti-hisX6. Esta marca se observa solo en los
precipitados positivos y sus sobrenadantes, tanto en células PC12-C11 como
en PC12. En este experimento se concluye que el anticuerpo anti-hisX6 es

capaz de inmunoprecipitar a Dp71Av7s-79 de manera especifica.

PC12-C11 PC12

Anti-HisX6 e e —m o+ + — ee e+ +
T P SN P SN T P SN P SN

(1P)
97 kDQ == Dp71A73_79

Cadena pesada

55 kDq === . pue
de Anti-His X6

37 kDa™

Figura 19. Inmunoprecipitacion de Dp71A7s-7s.

Los inmunoprecipitados de células PC12-C11 y PC12 fueron corridos en un SDS-PAGE al
12% vy a continuacion, se realizé una inmunodeteccidn utilizando el anticuerpo anti-Xpress,
tal como se describe en materiales y métodos. Las flechas del lado derecho seiialan la
migracion electroforética de Dp71A7s-79 y de la cadena pesada del anticuerpo anti-hisX6. T
= lisado total, P = precipitado, SN = sobrenadante, -- = sin anticuerpo anti-hisX6, + = con
anticuerpo anti-hisX6. Esta nomenclatura se usara en los siguientes resultados. El
experimento se realizé por duplicado.

42



Para determinar la precipitacion de otras proteinas ademas de
Dp71A7s-79, se tifieron los SDS-PAGE de los inmunoprecipitados con azul de
coomassie coloidal. Como se muestra en la figura 19, en el precipitado positivo
de las células PC12-C11 se observan un mayor numero de bandas, algunas
de estas con mayor intensidad, en comparacion con el precipitado negativo de
PC12-C11, demostrando que la presencia de anticuerpo anti-hisX6 causa una
mayor precipitacion de proteinas. Ademas, se observa un nimero e intensidad
menor de bandas en los precipitados positivo y negativo de las células PC12
en comparacion con el precipitado positivo de las células PC12-C11,
demostrando que la presencia de la Dp71Avs-79 causa la precipitacion de un
mayor numero de proteinas, debido a que estan interactuando con Dp71A7s-
79, corroborando la co-inmunoprecipitacion de proteinas asociadas a Dp71Avs-

79.

PC12-C11 _ PC12
Anti-HisX6 - - - + + -
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97
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Figura 20. Co-inmunoprecipitacion de proteinas asociadas a Dp71A7s-79.

Los inmunoprecipitados de células PC12-C11 y PC12 fueron corridos en un SDS-PAGE
al 12%. Posteriormente fueron tefiidos con azul de coomassie coloidal. T = lisado
total, P = precipitado, SN = sobrenadante, -- = sin anticuerpo anti-hisX6, + = con
anticuerpo anti-hisX6. Esta nomenclatura se usara en los siguientes resultados. El
experimento con células PC12-C11 fue realizado por duplicado y con células PC12 1
vez.
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6.3.3. Identificacion de los complejos en los que participa
Dp71A78-79 mediante Gel azul nativo.

Con el objetivo de aislar los complejos co-inmunoprecipitados, se utilizé el gel
azul nativo, ya que este permite preservar las uniones no covalentes y las
conformaciones nativas de las proteinas, que mantienen a los complejos
unidos. El gel azul nativo no contiene ningun agente desnaturalizante,
caotropico o reductor que pudiera afectar la estructura de las proteinas;
ademas, las concentraciones de sales se mantienen bajas para evitar que
estas disocien los complejos. Primero se realizd una inmunodeteccion en fase
solida de Dp71Avs-79 para identificar a los complejos que esta mutante estaria
presente. Se identificaron 3 bandas de posibles complejos en el precipitado
positivo de las células PC12-C11, la primera entre los pesos 1,048 kDa y 720
kDa, la segunda cerca del peso de 720 kDa y la tercera de aproximadamente
480 kDa (figura 21). En el precipitado positivo de las células PC12 se observa

un barrido que corresponde a el anticuerpo anti-hisX6.

PC12-C11 PC12

Anti-His (IP) T P +P T P +P
4% = ], 236 kDa
=== 1,048 kDa

.

. m== 480 kDa

= 242 kDa
v m== 146 kDa

Figura 21. Complejos de proteinas asociadas a Dp71Arvs-79 identificados por
inmunodeteccion en fase solida.

Las co-inmunorpecipitaciones de células PC12-C11 y PC12 fueron corridas en un gel azul
nativo en gradiente del 4 al 12%, posteriormente se realizé una inmunodeteccion contra
Dp71A7879. T = lisado total, P = precipitado, -- = sin anticuerpo anti-hisX6, + = con
anticuerpo anti-hisX6. Las flechas a indican los complejos en los que estd Dp71A7s-79. El
experimento fue realizado 1 vez.
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Posteriormente, los geles se tifieron con azul de coomassie coloidal y se
lograron ubicar las 3 bandas (figura 22), las mismas que se encontraron en la
inmunodeteccion en fase solida previa; sin embargo, estas bandas no fueron
lo bastante intensas para identificarlas por espectrometria de masas, quizas
porque los complejos al estar unidos a la proteina G-sefarosa y al anticuerpo,
podrian estar siendo retenidos en el pozo del gel. Por los que se tuvo que
probar otra técnica para identificar a las proteinas que interactian con la
Dp71A7s-79.

PC12-C11 PC12
Anti-His(P) T P +P T P +P

: — T I/ T 7 ==m1,236 kDa
== ] 048 kDa
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—— e
i
' = 242 kDa
= 146 kDa

Figura 22. Complejos de proteinas asociadas a Dp71A7s-79 teflidos con azul de
coomassie coloidal.

Las co-inmunorpecipitaciones de células PC12-C11 y PC12 fueron corridas en un gel azul
nativo en gradiente del 4 al 12%, posteriormente se tifieron los complejos con azul de
coomassie coloidal, tal como se menciona en materiales y métodos. Las flechas a indican los
complejos en los que esta Dp71A7s-79 que fueron encontrados en la figura 21. T = lisado total,
P = precipitado, -- = sin anticuerpo anti-hisX6, + = con anticuerpo anti-hisX6. El experimento
fue realizado por duplicado.
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6.3.4. Identificacion de proteinas asociadas a la Dp71A7s.79

mediante SDS-PAGE e inmunodeteccion en fase soélida.

Debido a que no se lograron identificar a las proteinas con las que interactia
la mutante por geles nativos, se procedio a correr los co-inmunoprecipitados
de células PC12-C11 no diferenciadas en un SDS-PAGE para la posterior
identificacion de candidatos por inmunodeteccion en fase solida. Se probaron
las interacciones de la Dp71A7s-79 con FAK, B-distroglicano y HspB1. En la
figura 23 se observa como la Dp71A7s-79 no interactda con ninguna de estas

proteinas.
PC12-C11 PC12
Anti-HisX6 . __ - + + — _— - + +
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Figura 23. Identificacion de proteinas asociadas a Dp71Ars-79 en células PC12-C11
no diferenciadas.

Los co-inmunoprecipitados fueron corridos en un SDS-PAGE al 12%. Posteriormente, se
realizé6 una inmunodeteccion contra la cinasa de adhesién focal, B-distroglicano y
HspB1. T = lisado total, P = precipitado, SN = sobrenadante, -- = sin anticuerpo anti-
hisX6, + = con anticuerpo anti-hisX6. Las flechas de la derecha sefialan las bandas
correspondientes a las proteinas probadas por inmunodeteccién en fase sélida. El
experimento con células PC12-C11 fue realizado por duplicado y con células PC12 1 vez.
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Posteriormente, las células PC12-C11 fueron diferenciadas por un dia con
NGF ya que a este tiempo es cuando Dp71Ars-79 presenta una mayor
expresion. A continuacion, se realiz6 la co-inmunoprecipitacion y las
inmunodetecciones en fase soélida tal como se describe en materiales y
meétodos, para evaluar la interaccion entre la mutante y FAK, B-distroglicano y
HspB1. En la figura 24A se observa marca de FAK tanto en el precipitado
positivo como en el precipitado negativo de células PC12-C11, sugiriendo que
la interaccién es inespecifica, por esta razén no se realiz6 el experimento en
células PC12.

Por otro lado, se muestra que la Dp71A7s-79 podria interactuar con (-
distroglicano de 30 kDa y con HspB1 fosforilada y HspB1 no fosforilada (figura
24B). Para comprobar que las interacciones entre la Dp71A7s-79 con [-
distroglicano de 30 kDa y HspBl, se realizd un ensayo de co-
inmunoprecipitacion con el anticuerpo anti-hiX6 en células PC12 diferenciadas
por un dia como control, ya que estas no expresan a la Dp71A7s-79 (figura 24B).
Cuando se inmunodetect6 a p-distroglicano, se observdé una banda
ligeramente arriba de la marca de B-distroglicano de 30 kDa en el precipitado
positivo de las células PC12. Es decir que la banda observada de [-
distroglicano de 30 kDa en el precipitado de las células PC12-C11 es distinta
a la observada en las células PC12. Asi mismo, cuando se inmunodetecto a
HspB1, solo se observo una banda en el precipitado positivo de las células
PC12, a diferencia del inmunoprecipitado positivo de las células PC12-C11
donde se encontraron 2 bandas que podrian corresponder a HspB1 fosforilada
y no fosforilada. En conclusion, Dp71Ars-79 interactia con B-distroglicano de

30 kDa y con una HspB1, la HspB1 fosforilada o la no fosforilada.
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Figura 24. ldentificacion de proteinas asociadas a Dp71A7s-79 en células PC12-C11
diferenciadas por un dia con NGF.

Los co-inmunoprecipitados fueron corridos en un SDS-PAGE al 12%. Posteriormente, se
realizd una inmunodeteccion contra: A) la cinasa de adhesidon focal en células PC12-C11
y B) B-distroglicano y HspB1 en células PC12-C11 y células PC12 (control). T = lisado total,
P = precipitado, SN = sobrenadante, -- = sin anticuerpo anti-hisX6, + = con anticuerpo anti-
hisX6. Las flechas sefalan las bandas correspondientes a las proteinas probadas vy la linea
horizontal sirve como referencia para comparar las migraciones electroforéticas de las
bandas. El experimento de co-inmunoprecipitacién para evaluar FAK en células PC12-C11
solo se realizé una vez y el experimento de coinmunoprecipitacion para evaluar -
distroglicano y HspB1 en células PC12-C11 se realizd 2 veces, mientras que en células
PC12 una vez.
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7.Discusion.

Ya que no se ha cristalizado ninguna de las isoformas de Dp71, el
modelamiento in-silico resulta una buena metodologia para el estudio de estas
proteinas. A través de este aproximamiento se encontré que, Dp71A7s-79 NO
guarda similitud con Dp71dA7i, Dp71fA71 y Dp7lelA7. Es decir que la
presencia y/o usencia de los 2 ultimos exones (78 y 79) tiene un efecto
importante en la estructura general de Dp71, ya que las isoformas Dp71dA7,
Dp71fA71 y Dp71elA71 tampoco se parecen entre si. Esto podria dar razon de
por qué cada isoforma de Dp71 se localiza en compartimentos celulares
diferentes y es capaz de formar complejos distintos. Este procesamiento
alternativo de los exones 78 y 79, generaria una disposicion terciaria distinta
de los diferentes motivos, por ejemplo, el motivo ZZ, relacionado con importe
nuclear, o los motivos WW, EF1/EF2 (sitio de unién a B-distroglicano), los
motivos CC1/CC2 (donde se unen sintrofinas y distrobrevinas) y el extremo
amino terminal, mediante el cual se unen componentes del citoesqueleto como
F-actina. De esta manera, diferentes isoformas de distrobrevinas, sintrofinas,
distroglicanos y otras proteinas con funcién en sefalizacion citoplasmaética,
adhesion celular, diferenciacion, ciclo celular, division celular, etcétera, se
unirian de manera diferente a cada isoforma de Dp71, generando un enorme

abanico de complejos distintos en diversos compartimentos celulares.

Durante el proceso de diferenciacion de células PC12-C11, la proteina
nurofilamento ligero comienza a expresarse desde el primer dia de
diferenciacion en presencia de NGF, comparado con el dia 0 y con el cultivo
de células PC12-C11 sin NGF, en dénde no se detecta la expresion de esta
proteina. NF-L es un filamento intermedio importante durante el desarrollo
neuronal, para el crecimiento radial del axén, el mantenimiento del calibre del
axon y la conduccion de impulsos eléctricos a través del axén. (Yuan A. et al.
2012). Se ha reportado que NF-L empieza a aparecer en células PC12

diferenciadas con NGF a partir del cuarto dia de diferenciacion (Lee V M.
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1985); sin embargo, en células PC12-C11 comienza a aparecer desde el
primer dia. Esto sugiere que la expresion estable de Dp71Avs-79, acelera el
proceso de diferenciacion en células PC12. Por otro lado, TH disminuye su
expresion hasta el sexto dia de diferenciacion con NGF en células PC12-C11,
aunqgue, esto también se observa cuando las células no son tratadas con NGF,
por lo que su disminucion se podria deber al tiempo que las células

permanecen en cultivo, aunque aun faltaria reproducir esta observacion.

La expresion de Dp71Ars-79 se ve aumentada en presencia de NGF.
Esto es interesante ya que la mutante fue clonada con un promotor de
citomegalovirus (CMV), es decir que su aumento en la expresion podria no ser
causado por una regulacion durante la transcripcion, sino que tiendria que ver
con eventos traduccionales o post-traducionales. Para descartar que esta
regulacion suceda durante a transcripcion, seria necesario evaluar los niveles
de mRNA de la Dp71A7s-79 durante la diferenciacién, de tal modo que, si la
expresion del transcrito no varia, el aumento en la presencia de Dp71A7s-79,
podria deberse a eventos regulatorios posteriores como la traduccién y
eventos post-traduccionales de Dp71A7s.79. Debido a que Dp71Avs-79 carece
de los exones 78 y 79 se abre la pregunta: estos exones, ¢ qué papel jugaran
estos exones durante la traduccion de Dp71 o en eventos post-traduccionales?
En nuestro grupo de trabajo se clonaron varias isoformas de Dp71 (que se
expresan de manera endogena) utilizando el mismo plasmido usado para
Dp71A7s-79, sin embargo, a pesar de que las células sobrevivieron a las
selecciones de zeocina, no se consiguidé expresar ninguna isoforma, salvo a
Dp71A7s-79 (datos no publicados). Con estos resultados, las isoformas de Dp71
podrian entrar en un proceso de regulacién de la célula que hasta la fecha no
se ha descrito. Todos estos resultados sugieren que la Dp71A7s-79 resulta
interesante para el estudio de los mecanismos de regulacion de las isoformas
de Dp71.

Como se ha demostrado, la sobre expresion de la Dp71Avs-79 estimula
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la diferenciacion en células PC12-C11 (Merino-Jiménez C. et al. 2016, Aragon
J. etal. 2011). En este trabajo se planed identificar a las proteinas que se unen
a la Dp71Avs-79 utilizando diferentes técnicas. La primera fue cross-linking con
PFA, para preservar los complejos en los que Dp71A7s.79 pudiera estar
participando. Sin embargo, experimentos realizados en nuestro grupo de
trabajo, de manera simultanea a la realizacion de este proyecto, mostraron la
identificacion ineficiente de proteinas por espectrometria de masas, se decidio
no seguir con esta técnica. Esta baja eficiencia en la identificacion de proteinas
podria deberse al mecanismo poco especifico por el cual el paraformaldehido
actia. A tiempos y concentraciones bajas, los blancos del PFA son las
cadenas laterales de lisina y triptéfano, y el extremo amino terminal. A tiempos
mas largos PFA actla sobre todos los aminoacidos (Sutherland B W. et al.
2008). Sin embargo, a tiempos cortos se corre el riesgo de no preservar
completamente los complejos. Esto sugiere que aun hay que hacer mejoras
en el protocolo de esta técnica. También, se intentd acoplar la técnica de
inmunoprecipitacion con la de gel azul nativo y una posterior inmunodeteccion
en fase solida. Con esta técnica se lograron ver complejos; sin embargo, no
se pudieron obtener bandas definidas con la suficiente intensidad como para
identificar a las proteinas de estos complejos. Por otro lado, cuando los
inmunoprecipitados fueron corridos en un SDS-PAGE vy el gel fue tefido, se
observé un bandeo intenso, descartando la idea de que no se estuvieran
inmunoprecipitando suficientes proteinas. Esto puede deberse a que, en
condiciones nativas, los complejos siguen unidos a el anticuerpo y a la
sefarosa-proteina G. Esto provoca que mientras el gel estad corriendo los
complejos sigan unidos evitando que entren al gel. Una alternativa a este
inconveniente seria la separacion de los complejos del anticuerpo y la proteina
G, sin remover en el proceso a las proteinas que componen al complejo. Una
opcion que podria funcionar es utilizar un ensayo de competencia (Swamy M.
et al. 2006), para este caso usando un péptido de 6 histidinas, con el objetivo
de que el anticuerpo anti-hisX6 lo reconozca, liberando a los complejos.

51



Debido a que con las técnicas anteriores no se consiguio identificar a
los complejos de proteinas asociadas a Dp71Avs-79, se procedid a evaluar
mediante en sayos de co-inmunoprecipitacion seguidos de SDS-PAGE e
inmunodeteccion la interaccion entre Dp71A7s-79 y 3 candidatas: FAK y B-
distroglicano y HspB1l. Se eligieron FAK, B-distroglicano porque en otros
estudios se ha demostrado la interaccion de estas proteinas con isoformas de
Dp71, FAK interactia con el grupo Dp71f y B-distroglicano con los grupos
Dp71d y Dp71f (Tadayoni R. et al. 2012, Romo-Yafiez J. et al. 2007). Asi
mismo, se eligi® a HspBl porque nuestro grupo de trabajo reportd
recientemente que esta proteina juega un papel importante en la diferenciacion
de células PC12-C11 (Merino-Jiménez C. et al. 2016). En este trabajo se
reporta que en células PC12-C11 no diferenciadas Dp71A7s-79 no interactia
con FAK, B-distroglicano y HspB1l. Esta ausencia en la interaccion puede
deberse a que la delecion en la mutante de los exones 78 y 79 podria alterar
la estructura de la Dp71 y con esto, evitar que la Dp71Avs-79 interactde con
estas proteinas, lo que es coherente con los resultados obtenidos en los
ensayos comparativos in-silico. Otra posibilidad es que, al dia cero de
diferenciacion, la proteina Dp71A7s-79 no alcanza los niveles de expresion
suficientes para interactuar con estas proteinas. Para abordar esta posibilidad,
se diferenciaron a las células PC12-C11 por un dia. Se eligi6 este dia de
diferenciacion porque es cuando la proteina Dp71A7s-79 alcanza su mayor nivel
de expresion. De manera interesante, a un dia de diferenciacion la proteina
Dp71A7s-79 parece interactuar con B-distroglicano de 30 kDa y HspB1. Para
confirmar que la asociacion entre Dp71A7s.79 con B-distroglicano de 30 kDa y
HspB1 sea especifica, se realizaron ensayos de co-inmunoprecipitacion e
inmunodetecciones en fase solida contra B-distroglicano de 30 kDa y HspB1,
en las células PC12 diferenciadas por un dia como control, debido a que estas
células no expresan a la Dp71Av7s-79. En las células PC12-C11 diferenciadas
por 1 dia, cuando se probd la interaccion de Dp71A7s-79 con B-distroglicano, se
observaron 2 bandas en el precipitado positivo, una que corresponde a B-

distroglicano de 30 kDa y un fondo. Y, en las células PC12 se observo una
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banda que corresponde al fondo del precipitado positivo de las células PC12-
C11. Esto sugiere que la interaccion de la Dp71A7s-79 con B-distroglicano de
30 kDa podria ser especifica. Y en las células PC12-C11, cuando se probé de
la Dp71A7s-79 con HspB1 se observaron 2 bandas que podria corresponder
tanto a HspB1 fosforilada como no fosforilada, es decir que la Dp71A7s-79
podria interactuar con estas proteinas. Y, en el precipitado positivo de las
células PC12 solo se observo una banda. Sugiriendo que la unién especifica
ocurre entre la Dp71A7s-79 y s6lo una proteina de HspB1 (fosforilada o no
fosforilada). Cabe sefalar que los ensayos de co-inmuprecipitacion en células
PC12 sélo se realizaron una vez, por lo que es necesario realizar repeticiones
para confirmar este dato. Ademas, las uniones de la Dp71A7s.79 con [3-
distroglicano de 30 kDa y HspB1 tendrian que ser validadas con otros ensayos
de interaccidn. Resulta interesante que, bajo las condiciones experimentales
de este trabajo, Dp71A7s-79 no interactie con B-distroglicano completa, dado
que esta reportado que la mayoria de las isoformas de Dp71 forman complejo
con esta proteina. Sin embargo, B-distroglicano de 30 kDa interactia con la
distrofina mutante Dp71A7s.79, sugiriendo que la ausencia de los exones 78 y
79 altera los sitios de union para [(-distroglicano completa. Parece que la
secuencia que conserva la Dp71A7s79 es suficiente para reconocer a [3-
distroglicano de 30kDa, pero se requieren de los exones 78y 79 (considerando
los arreglos que estos pueden formar en cada isoforma de Dp71) para

interactuar con B-distroglicano completa.

Previamente se ha reportado que la presencia de Dp71 es fundamental
para el proceso de adhesién celular, ya que el complejo de proteinas
asociadas a Dp71 se une al complejo de las B-integrinas, sin embargo, en este
trabajo se muestra que la Dp71A7s-79 no interactia con FAK. Esto podria
deberse a que la mutante se encuentra unida a B-distroglicano de 30 kDa, la
cual no tiene la capacidad de anclarse a la membrana plasmatica, evitando
gue la mutante interactle con FAK. ¢ Qué papel desempefiara Dp71A7s-79? Su

interaccion con B-distroglicano de 30 kDa sugiere que esta respuesta podria
53



encontrarse en el ndcleo, ya que se ha encontrado a esta isoforma de B-
distroglicano en nucleo (Lara-Chacén B.et al. 2010), por otro lado, la mutante
se ha encontrado en membrana plasmatica y citoplasma (Aragon J. et al. 2011,
Herrera-Salazar A. et al. 2016). Resultados no publicados de nuestro grupo de
trabajo, revelan que Dp71A7s-79 se acumula en nucleo tras la inhibicion del
exporte nuclear, sugiriendo que esta distrofina mutante entra al nucleo de
manera transitoria. Asi, Dp71Avs-79 y B-distroglicano de 30 kDa podrian unirse
y de esta manera traslocarse al nucleo de manera transitoria, quiza para ser
modificada o degradada. Por otro lado, la posible interaccion con HspB1,
siguiere 2 opciones. La primera es que Dp71Ar7s-79 podria encontrarse mal
estructurada y de esta manera HspB1 con su funcion de chaperona podria
replegarla. La segunda es que HspB1l se encuentra fosforilada y en este
estado, junto con Dp71A7s.79, interactian con componentes del citoesqueleto
como F-actina y/o tubulina, estabilizandolos, promoviendo el crecimiento de
neuritas. Finalmente, conocer la funcién de la Dp71A7s-79 podria darnos pistas
de la funcion de los exones que preserva y con esto poder extrapolarla a otras
isoformas, por ejemplo, resultados no publicados de nuestro grupo de trabajo,
parecen indicar que Dp71eAr: tiene el mismo comportamiento que la Dp71Az7s-
79, debido a que un estudio proteomico de las células PC12 que sobre
expresan a Dp7leA71 en el sistema de induccion Tet-On, presentan un
crecimiento de neuritas aumentado y una sobre expresion de la proteina
HspB1, sugiriendo que podria ser posible que Dp71eA7: interactie con las
mismas proteinas con las que lo hace Dp71A7s-79. Recordemos que la
diferencia entre Dp71A7s.79y Dp71e/Ar: es la ausencia del ultimo aminoacido
del exén 77 y la adicion de 10 aminoacidos del intron 77. In-silico se
encontraron diferencias entre las estructuras de Dp71A7s-79 y Dp71elAr,

aunque, puede ser que el sitio de union con HspB1 siga disponible.
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8. Conclusiones.

Las estructuras in-silico obtenidas por I-TASSER de Dp71A7s-79y Dp71dA71,
Dp71fA71 y Dp71elA7: son diferentes, sugiriendo que el extremo carboxilo
terminal (exones 78 y 79) determina la estructura terciaria de las isoformas
de Dp71.

Aumenta la expresion de neurofilamento ligero desde el primer dia de
diferenciacion con NGF en células PC12-C11.

La expresion de tirosina hidroxilasa disminuye su expresion hasta el dia 6
de cultivo, con NGF.

Aumenta la expresion de Dp71A7s-79 desde el primer dia de diferenciacion
con NGF en células PC12-C11; esta expresion disminuye en los dias de
diferenciacion posteriores.

Por cross-linking se lograron preservar complejos en los que se encuentra
Dp71A7g-79.

Se lograron observar 3 complejos en los que esta presente Dp71A7s-79. El
primero entre los pesos 1,048 kDa y 720 kDa, el segundo cerca del peso
de 720 kDa y el tercero con un peso aproximado de 480 kDa.

FAK, B-distroglicano y HspB1 no interactian con Dp71A7s79 en células
PC12-C11 no diferenciadas.

B-distroglicano de 30 kDa interactia con Dp71A7s-79 en células PC12-C11
diferenciadas por 1 dia con NGF.

La distrofina mutante Dp71Avs-79, Se une la proteina HspB1, relacionada

con la diferenciacion de las células PC12.
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9. Perspectivas.

Analizar la expresion de neurofilamento ligero en células PC12 durante
diferenciacion y compararla con los resultados obtenidos en células PC12-
C11.

Realizar el duplicado del andlisis de la expresion de TH y NF-L durante 6
dias de cultivos en células PC12-C11 sin NGF.

Determinar la localizacién subcelular de Dp71A7s-79 en células PC12-C11
cony sin NGF.

Determinar las condiciones experimentales 6ptimas de cross-linking para
obtener los complejos deseados.

Separar a los complejos de Dp71Avs-79 del anticuerpo y la proteina G, sin
afectar la composicion del complejo.

Repetir la co-inmunopecipitacion en las células PC12.

Realizar curvas de diferenciacion en células PC12-C11 y PC12, para
evaluar la expresion de HspB1 fosforilada y no fosforilada.

Determinar si la interaccion entre Dp71Avs-79 y B-distroglicano de 30 kDa
ocurre en el nucleo.

Determinar si Dp71A7s-79 interactia con HspB1 fosforilada o con HspB1 no
fosforilada.

Corroborar las interacciones de Dp71A7s-79 con B-distroglicano de 30 kDa
y HspB1 mediante otras técnicas como: pull-down y microscopia confocal.
Comprobar si Dp71dA71, Dp71fA71 y Dp71e/A7: interactian con las mismas
proteinas con las que interactia Dp71A7s-79.

Identificar a otras proteinas que formen complejo con la Dp71A7s-79.
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