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RESUMEN

La proteina a-DB1 es reconocida como un miembro del complejo de proteinas
asociadas a distrofina (DAPC por sus siglas en inglés) [1]. El DAPC confiere
estabilidad al sarcolema durante la contraccion muscular y participa ademas en la
sefalizacion celular. Adicionalmente, la a-DB1 interacciona con las proteinas de
filamentos intermedios B-sinemina y sincoilina, formando un enlace entre el DAPC
y el citoesqueleto. Recientemente nuestro grupo de trabajo demostré que la a-DB1
es importada al nucleo a través del sistema de importinas a2/B1. Las importinas
reconocen una secuencia de localizacion nuclear (NLS) localizada en el dominio ZZ
de la a-DB1. En el interior del nucleo la a-DB1 esté implicada en el mantenimiento
de la morfologia nuclear, a través de su interaccion con la lamina B1. Debido a que
la a-DB1 participa en procesos asociados tanto con el citoesqueleto como con el
nacleo, su trafico intracelular debe estar finamente regulado. Postulamos la
hipotesis de que ademéas de la importacion nuclear, la a-DB1 presenta un
mecanismo de exportacién nuclear que permitird limitar su contenido nuclear de
acuerdo a los requerimientos de la célula. Consistente con esta idea, en este estudio
demostramos que la a-DB1 es exportada del nicleo hacia el citoplasma a través de
la via de exportacion nuclear mediada por la exportina CRM1. Ademas, recopilamos
evidencias que indican que los niveles nucleares de la a-DB1 son regulados
también por el proteosoma nuclear: 1) determinamos que el tiempo de vida media
de la a-DB1 (30 horas), se acorta significativamente cuando la proteina se acumula
en el nucleo por medio de tratamiento con LMB (inhibidor especifico de la exportina
CRM1); 2) los niveles bajos de la a-DB1 son restablecidos cuando se inhibe el
proteosoma mediante tratamiento con MG132 y 3) demostramos la presencia de la
a-DB1 ubiquitinada dentro del ndcleo. En conclusién, el contenido nuclear de la a-
DB1 es estrictamente regulado por la combinacion de los mecanismos de

exportacion nuclear y degradacion proteosomal.

Vi
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ABSTRACT

a-DB1 protein is recognized as a member of the dystrophin-associated protein
complex (DAPC) [1]. This protein assembly provides stability to the sarcolemma
during muscular relaxation/contraction and modulates also cell signaling. Besides
that, a-DB1 interacts with B-synemin and syncoilin to connect thereby the DAPC
complex to the intermediate filament network. Recently our lab demonstrated that a-
DBL1 is import into the nucleus through the importin a2 /g1 system, via recognition of
a nuclear localization sequence (NLS) located in the ZZ domain of a-DB1. Within the
nucleus, a-DB1 is involved in the maintenance of the nuclear morphology, through
its interaction with lamina B1l. Owing the participation of a-DB1 in processes
associated with both the cytoskeleton and the nucleus, its intracellular trafficking
must be tightly regulated. Therefore, we presumed that besides the nuclear import
pathway, a-DB1 possess a nuclear export mechanism that allows the cell to restrict
the nuclear content of the protein. Consistent with this idea, we demonstrated herein
that a-DB1 is export from the nucleus to the cytoplasm through the CRM1-mediated
nuclear export pathway In addition, we provided evidence that nuclear levels of a-
DB are also regulated by the nuclear proteosome: 1) forced nuclear accumulation of
of a-DB1 by treatment with LMB (specific inhibitor of CRM1) significantly shortened
the lifespan of the protein; 2) such decreased levels of a-DB1 were recovered by
using a proteosome inhibitor (MG132) and 3) ubiquitinated a-DB1 was found within
the nucleus. Collectively these results demonstrated that the nuclear continent of a-
DB1 is tightly regulated by both nuclear export and nuclear proteosomal

mechanisms.

Vil
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1.- INTRODUCCION

1.1 El complejo de Proteinas Asociadas a la Distrofina (DAPC)

ElI DAPC esta organizado en tres distintos subcomplejos: Proteinas de citoesqueleto
pertenecientes a la familia de las distrofinas; las distrobrevinas (a y B) y las
sintrofinas (a, B y y), los distroglicanos (a y B), y los sarcoglicanos (a, B, y, ® and ¢€)
(Figura 1) [1-3].

 Laminin

Collagen (J

y . E
Extracellular Dystroglycans
matrix Sarcolemma Caveolin-3
t e \
{ \ B
S —
T ot — ~-nNOS
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repeats

N terminus € Hinges

Figura 1. La a-DB1 como parte del complejo de proteinas asociadas a la distrofina (DAPC).
Tomado de la referencia [1].

Aungue no se conoce la funcibn exacta del DAPC, se sabe que le confiere
estabilidad al sarcolema durante los procesos de relajacion-contraccién muscular,
proporcionando una conexion fisica entre la matriz extracelular, el sarcolema vy el

citoesqueleto [4].

1.2 Las distrobrevinas

La distrobrevina es una miembro del DAPC que fue descubierta como un
componente de la membrana posinaptica del organo eléctrico del Torpedo
califérnica, con un peso molecular de 87 kDa [5]. Posteriormente se identificaron los
ortélogos de la distrobrevina en humano [6] y raton [7]. Las distrobrevinas
pertenecen a la familia de proteinas que presentan homologiacon la distrofina, tanto
en el dominio rico en cisteinas como en el dominio C-terminal (familia

distrofina/utrofina/distrobrevina) [8]. Las distrobrevinas se encuentra tanto en

M. en C. JUAN DE DIOS GOMEZ LOPEZ
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organismos invertebrados (traducidas a partir de un gen unico) como en vertebrados
(traducidas a partir de dos genes diferentes, a- y B-DB; en peces existe ademas el
gen y-DB) [9]. A pesar de tener un alto grado de homologia, la localizacion de las
distrobrevinas difiere entre ellas; la a-DB se expresa predominantemente en cerebro
y musculo [10-12], mientras que la B-DB se expresa en tejidos ho musculares, tales

como el rifién, higado, cerebro y pulmén [13].

Tomando en cuenta la homologia que presentan las distrobrevinas con la distrofina,
la utrofina, DRP2 y la distrotelina, se ha sugerido la existencia de un ancestro comun
para todas ellas [9, 14, 15](Figura 2).

Distrofinas (invertebrados)

DRP2s

J‘ Utrofinas

— Distrofinas (vertebrados)

Distrobrevinas (invertebrados)

r‘ a-Distrobrevina
L< B-Distrobrevina

y-Distrobrevina

Figura 2. Organizacion filogenética de la super famila distrofina/utrofina/ distrobrevina. En el
esquema se representa el posible origen de esta familia. Se piensa que existié una duplicacion de
un gen ancestral para dar origen a la familia de las distrofinas y las distrobrevinas. Los triangulos
indican la semejanza de las secuencias de los diferentes paralogos en los vertebrados (el triangulo
gris indica que los peces solo poseen este paralogo). Modificado de la referencia [14].
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Las distrobrevinas son el producto de dos genes diferentes, el gen DTNA codifica

para la proteina a-DB1 y el gen DTNB para la proteina 3-DB. [7, 16].

1.2.1 El gen de la a-DB

El gen de a-DB1 tanto del humano como del raton se localiza en el brazo largo del
cromosoma 18. El gen de la a-DB humana esta organizado en 23 exones que
abarcan aproximadamente 180 kb en la posicion 18q12. 1-18q12.2 del cromosoma
18 [17].

Se ha demostrado la presencia de tres promotores dentro del gen de a-DB,
localizado aproximadamente 270 kb rio arriba del sitio de inicio de la transcripcion,
en la regidn 5 no traducida, los cuales se activan de manera tejido-especifico. El
primero de ellos (dominado promotor A) permite la expresién de a-DB1 en el cerebro
y el pulmdn; el segundo (promotor B) solo estd activo en el cerebro y el tercer
promotor (C) controla la expresion de la a-DB1 durante la diferenciacién muscular
[18]. Asi mismo se ha demostrado que mediante splicing alternativo se generan 5
isoformas de la proteina en musculo (a-DB 1-5); siendo las distrobrevinas a-DB1,
a-DB2 y la a-DB3 las predominantes [19, 20].

1.2.2 El gen de la 3-DB

El gen humano de la 3-DB (DNTB) esta localizado en el cromosoma 2, en la region
2p22-23, mientras que en el ratdn se localiza en el cromosoma 12. Este gen abarca
aproximadamente 130 kb y se encuentra organizado en 21 exones. La expresion de
este gen esta controlada por al menos 2 promotores. Al igual que la a-DB, el gen
DNTB presenta splicing alternativo, lo cual genera diferentes isoformas de la
proteina [13, 21].

1.3 Estructura proteica de la a-DB1

La a-DB1 esta organizada en 4 dominios: el dominio formado por dos manos EF
(EF hands), el dominio ZZ, el dominio helice-vuelta-hélice y el dominio coiled-coil,

gue consiste de dos hélices alfa (H1 y H2) separadas por una region corta rica en

M. en C. JUAN DE DIOS GOMEZ LOPEZ



EXPORTACION NUCLEAR Y DEGRADACION PROTEOSOMAL DE LA a-DB1

prolina [22]. Los primeros dos dominios se encuentran en el extremo N-terminal y
comprende los residuos 1-284); las manos EF forman estructuras de a-hélice que
son capaces de unir iones calcio [6]. El dominio ZZ presenta estructuras de dedos
de zinc que crean un sitio de union a la calmodulina [23]. Por otro lado, el tercero y
cuarto dominio estan contenidos en el extremo C-terminal y comprenden los
residuos 285-686. En este extremo de la proteina se localiza el dominio hélice-alfa-
hélice que sirve para la union de la sintrofina (SBS por sus siglas en inglés) [24].
Por altimo, el dominio coiled-coil (formado por la uniéon de dos hepatdmeros de
leucinas, H1 y H2) permite la unién de la a-DB1 con la distrofina, mediante la region
H1 [25, 26]. Para el caso de la a-DB1, existe un sitio potencial para fosforilacion en
residuos de serina, treonina y tirosina, denominado pY [8]. La organizacién de la

familia distrofina/distrobrevina se muestra en la Figura 3.

actin- Dystrophin/ Utrophin
binding ) P y
domain rod domain . : "
T /| e O
C

NH2

OOH

Cysteine-rich + Carboxy-terminal
domain 1 domain

|
1
'

«082 GG  GEX vs @IS
| ]

w083 C GG @EXO 5
B-DB m 5 m‘m-

Figura 3. Estructura de las isoformas de la a-DB. Tanto la a-DB como la B-DB presentan
homologia con los dominios ricos en cisteina y carboxilo terminal de la distrofina y la utrofina
(residuos 1-284 y 285-686 respectivamente). El dominio rico en cisteina comprende dos manos EF
(verde) y el dominio ZZ (azul). El dominio carboxilo terminal puede variar dentro de cada isoforma,
pero por lo general comprende una region a-helicoidal, que contiene sitios de unién para la sintrofina
(asteriscos rosas) y dos heptameros de leucinas (H1 y H2, amarillo). Por ultimo, la a-DB1 posee un
sitio potencial de fosforilacién para serina, treonina o tirosina. Tomado de la referencia [22].
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1.4 Interacciones proteicas y funcion de la a-DB1

1.4.1 Proteinas asociadas al complejo DAPC

En musculo esquelético, la a-DBL1 y la distrofina interaccionan entre si y a la vez
forman parte del DAPC; cono se mencion6 previamente, este complejo proteico
protege la integridad de las fibras musculares y proporciona un andamiaje para
diferentes moléculas de sefalizaciéon [27]. La deficiencia en el funcionamiento del
DAPC ocasiona diferentes formas de distrofia muscular [28].

La ausencia de la distrofina desintegra el DAPC y da lugar a la distrofia muscular de
Duchenne (DMD): Por otro lado, aungque no se han detectado mutaciones en el gen
de la a-DB1 en pacientes con distrofias musculares, estudio realizados en un ratén
knockout para esta proteina mostraron que dichos ratones desarrollan cardiopatia
[29], lo que sugiriere la implicacion de la a-DB en el funcionamiento del corazon.
La a-DB1 también interactta con otras proteinas del complejo DAPC; mediante la
region vr3 es capaz de unirse a la sintrofina)[30]. La sintrofina coordina el ensamble
de las proteinas nNOS (sintetasa de 6xido nitrico) [31], PK3 (proteina cinasa 3) [32],
Grb2[33] y calmodulina [34, 35], al complejo DAPC. Ahora bien, si tomamos en
cuenta que en pacientes con DMD la expresién de nNOS esta disminuida [36] y que
el 6xido nitrico protegen las fibras musculares de la degeneracion en los ratones
mdx [37], es plausible proponer que la a-DB1 al unirse a la sintrofina participaria de
manera indirectamente en la funcion muscular. Ademas, la sintrofina se une a los
TRPCs (receptores de canales transitorios que regulan la entrada de calcio a la
célula) [38], y de esta manera se regula la contractibilidad muscular, el metabolismo
celular y la expresion de genes [39]; por lo tanto, la a-DB1 jugaria también un papel
en estas funciones celulares.

Uno de los resultados que demuestra la importancia de la a-DB1 como proteina
estabilizadora del DAPC, se obtuvo mediante el analisis bioquimico de la interaccion
de la distrofina con el B-distroglicano (componente principal del DAPC), ya que, en

ratones knock down para a-DB1 esta interaccion se pierde [40].
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1.4.2 Proteinas asociadas a la a-DB1 que no pertenecen al complejo
DAPC

La importancia de la a-DB1 radica en su capacidad de interactuar con diversas
proteinas, alguna de ellas pertenecientes al DAPC, como se ha descrito
anteriormente, y otras no relacionadas con dicho complejo, como son las proteinas
fiborosas que componen los filamentos intermedios. Los filamentos intermedios
forman parte del citoesqueleto y proporcionan estabilidad mecanica a las células
[41,42]. Entre estos filamentos intermedios (IF por sus siglas en inglés) se
encuentran la B-sinemina [43], la desmina [44] y la sincolina [12].

Ratones knockdown para la sincolina tienen menos fuerza muscular, 1o que sugiere
que la sincolina es importante para la transduccion de fuerza en la contraccién
muscular [45]. Por otro parte, tanto en pacientes con DMD como en modelos de
ratdbn para enfermedades musculares se ha observado una localizacién de la
sincoilina en el sarcolema de las fibras musculares inmaduras regeneradas [46],
sugiriendo que la interaccion a-DB/sinculina esta involucrada en la regeneracion del
musculo. Otra de las funciones que se le ha atribuido a la a-DBL1 es la de regular el
agrupamiento y la maduracion de los receptor colinérgicos (AChRs) en la uniones
neuromusculares (NMJ por sus siglas en inglés [47], ya que ratones knockdowm
para la a-DB1 presentan AChRs inestables y una disminucion del 50% en el nUmero
de NMJ [48, 49].

La funcion visual [50], la proteccién y formacion de la barrera sangre-cerebro (BBB
por sus siglas en inglés Blood-Brain Barrier)[51], asi como la esquizofrenia [52, 53]
y el retraso mental [54] son otras de las funciones y alteraciones médicas en las
que se cree que participa la a-DB1.

1.5 El nldcleo

El ndcleo es el organelo mas grande de las células eucariotas, su principal funcion
es almacenar y procesar la informacion genética contenida dentro de la célula. La
envoltura que rodea al nicleo, denominada envoltura nuclear, crea una barrera fisca

entre el contenido nuclear y el citoplasmatico [55] .
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1.5.1 La envoltura nuclear

La envoltura nuclear esta organizada en tres dominios morfologicamente distintos
pero que a su vez se encuentran interconectados: la membrana nuclear, la lamina
nuclear y el complejo del poro nuclear [56, 57].

La membrana nuclear esta formada por la membrana nuclear externa y la
membrana nuclear interna (INM y ONM por sus siglas en inglés) [58]; ambas
membranas estan constituidas por una doble capa fosfolipidica. La ONM presenta
caracteristicas similares al reticulo endoplasmico rugoso, se encuentra recubierta
por ribosomas y lleva a cabo sintesis de proteinas ligada a ribosomas y
modificaciones post-traduccionales de proteinas [59]. Dentro de las proteinas
localizadas en la ONM se encuentran las nesprinas 1 y 2, las cuales se unen a
proteinas del citoesqueleto mediante su N-terminal. Asi mismo, mediante su C-
terminal (dominio KASH) interactdan con el N-terminal (SUN) de las proteinas SUN
1y 2, las cuales estan embebidas en la INM; esta interaccion se lleva a cabo dentro
del espacio peri-nuclear (lumen) [60, 61].

La INM es una prolongacion de la ONM, ambas membranas se conectan entre si
mediante el complejo del poro nuclear (espacios de la envoltura nuclear que
permiten el transporte de macromoléculas entre el citoplasma y el nacleo [62, 63]).
Un analisis proteomico revel6 la presencia de al menos 80 proteinas
transmembranales en la INM [64], dentro de las cuales se encuentran la emerina
[65, 66], MAN1[67], polipeptidos asociados a la lamina A 1y 2 (LAP1y LAP2)[68-
70], el receptor de la lamina B (LBR, de sus siglas en inglés)[71], SUN 1y 2 [72].
Estas proteinas son sintetizadas en el reticulo endoplasmico rugoso y trasportadas
de forma lateral para llegar a la INM, donde interaccionan con la lamina nuclear y/o
la cromatina [73]. En la figura 3 se representa graficamente la arquitectura de la

envoltura nuclear.
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Figura 4. Organizacion estructural de la envoltura nuclear (NE). Diagrama de la envoltura
nuclear. Se muestra la INM, la ONM vy la continuidad de esta Ultima con el reticulo endoplasmico, el
complejo del poro nuclear y la lamina nuclear. En la ONM se observan proteinas como las nesprinas,
mientras que en la INM se encuentran insertadas las proteinas SUN, LBR, MAN1 y emerina. La
interaccion de la proteina SUN con las nesprinas forma un enlace entre la INM y la ONM. La lamina
nuclear esta localizada por debajo de la INM, interactuando con la heterocromatina y asociada al

complejo del poro nuclear. La lamina nuclear crea un puente entre la INM y la cromatina. Tomado
de la referencia [56].

1.5.2 La ldmina nuclear

La lamina nuclear esta situada justo por debajo de la INM (figura 3) ([74]). Las
proteinas que forman este dominio nuclear son las laminas A, C y B [75, 76], las
cuales pertenecen al grupo de proteinas de filamentos intermedios de tipo V [77]. El
gen LMNA codifica para las laminas A y C, asi como para su variante de splicing
lamina AA10 (carece del exdn 10) y la lamina C2 [78], las laminas del tipo B son
codificadas por 2 diferentes genes, el gen LMNB1 que expresa a la lamina B1 y el
gen LMB2 que expresa la lamina B2 y a su variante de splicing la lamina B3 [79,
80].

Es importante mencionar que la ldmina nuclear facilita la formacién de una red de
anclaje entre la envoltura nuclear y la cromatina [81] mediante la unién de las
laminas con las proteinas asociadas a las laminas; por ejemplo, la Lamina A se une
a la emerina y esta a su vez interactia con BAF (por sus siglas en inglés, barrier to
autointegration factor; una proteina pequefia de union a DNA) [82]. Por otro lado las
laminas son importantes en el posicionamiento del complejo del poro nuclear, como
lo muestran los experimentos de co-purificaron de ambos componentes mediante la

extraccion de la fraccion de la lamian nuclear mediante detergentes [83], asi como
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el agrupamiento de los poros nucleares en células que tienen el gen de la lamina
mutado [84].

Se conoce que muchas son las actividades nucleares son mediadas por las laminas,
incluyendo la organizacién de la cromatina, la replicacion del DNA, la regulacion del
ciclo celular, la apoptosis, la arquitectura y morfologia del nacleo, asi como los
procesos de splicing y expresion de genes[85, 86]. La importancia de la lamina
nuclear en diferentes procesos celulares queda de manifiesto por el hecho de que
la alteraciéon de alguna de las laminas ocasiona diferentes patologias llamadas

“laminopatias [87, 88].

1.6 Laminopatias

Las laminopatias son un conjunto de enfermedades originadas por mutaciones en
los genes que codifican tanto para las laminas nucleares como para proteinas de la
INM [89]. Dentro de las laminopatias generadas por mutaciones el gen LMNA se
encuentran la distrofia muscular de Emery- Dreifuss 2 y 3( EDMD2 y 3, las cuales
tiene un patrén de herencia dominante y recesiva respectivamente [90, 91], la
cardiomiopatia dilatada [92] y el sindrome de progeria de Hutchinson Gilford [93].
Por otro lado, las mutaciones en el gen LMNB dan origen a leucodistrofia
(duplicacion del gen LMNB)[94] y lipodistrofia [95]. Por lo que respecta a las
laminopatias generadas por mutaciones en los genes que codifican para las
proteinas de la INM, se encuentran la EDMD ( mutacion en el gen de la emerina)
[96], la anomalia de pelger-hut y la displasia muscular (mutacion en el gen LBR que
codifica para el receptor de la LB1).

A pesar de que existe un rango amplio de laminopatias, algunas de ellas tienen se
caracteristicas clinicas comunes, incluyendo debilidad muscular, envejecimiento
prematuro y cardiopatia [97]. A nivel celular, una caracteristica importante es la
presencia de nucleos deformes y la pérdida de heterocromatina [98, 99], lo que a
Su vez ocasiona alteraciones en algunos procesos como la transcripcion y la
replicacion de DNA [100].
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1.7 Transporte nuclear

El transporte de proteinas del citoplasma al ndcleo o en sentido inverso, del nicleo
hacia el citoplasma, se lleva a cabo a través del complejo del poro nuclear (NPC por
sus siglas en inglés)[101, 102], EI NPC es una estructura proteica, que permite la
entrada libre de particulas cuyo peso es menor a los 40kDa [103], pero para aquellas
moléculas con un peso molecular mayor es necesario que posean una secuencia
de localizacién nuclear (NLS por sus siglas en inglés, “nuclear localization
signal”)[104], El transporte activo de proteinas desde el citoplasma hacia el nucleo
estd mediado por una grupo de proteinas solubles acarreadoras conocidas con el
nombre de Karioferinas, las cuales realizan la importacion y exportacion nuclear,

conocidas como importinas y exportinas respectivamente [105].

1.7.1 Importacion nuclear

El ciclo de importacion nuclear inicia con la formacion de un complejo formado en el
citoplasma entre las importinas a, B y la proteina cargo (union que ocurre a traves
de su NLS) [106]; éste complejo pasa a través del NPC mediante la interaccion de
la importina B con las nucleoporinas: Una vez dentro del nucleo, la unién de RanGTP
con la importina B disocia el complejo. La importina B se une a RanGTP y es
transportada de regreso al citoplasma [107]; por otro lado, ocurre la disociaciéon de
la importina a y la proteina cargo, dejando libre a esta Ultima proteina para ser
transportada de regreso al citoplasma con ayuda del factor de exportacion nuclear
CAS, el cual esta unido a RanGTP. Una vez en el citoplasma, RanGAP estimula la
hidrolisis de GTP, liberando asi las importinas a y B para un nuevo ciclo de

transporte nuclear [108]. Figura 5
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Figura 5. Mecanismo de importacion
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1.7.2 Exportacion nuclear

El trafico de proteinas del nacleo al citoplasma es mediado por una secuencia de
exportacion nuclear (NES, por sus siglas en inglés) presente en las proteinas cargo.
La NES consenso consiste de 4 aminoacidos hidrofobicos separados por cualquier
otro aminoacido (LxxxLxxLxL), donde L corresponde a una leucina o un a.a
hidrofébico y X representa cualquier otro a.a [109]. En las células eucariotas la
exportina CRML1 es la encargada de la exportacion nuclear [110, 111]. Este proceso
consiste en los siguientes pasos: 1) la exportina CRM1 reconoce la NES presente
en la proteina cargo y forma un complejo ternario en conjunto con RanGTP. 2) La
exportina CRML1 interacciona con las nucleoporinas y de esta forma atraviesa el
NPC para llegar al citoplasma. 3) Una vez en el citoplasma, ocurre la hidrdlisis de
RanGTP mediada por RanGAP, lo que ocasiona la disociacion del complejo (Figura
3). 4)Finalmente, RanGDP se recicla regresando al nucleo a través de la ayuda del
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factor de transporte nuclear 2 (NTF2). Es importante mencionar que el exporte
nuclear mediado por CRML1 es inhibido por Leptomicina B (LMB por sus siglas en
inglés), una droga que se une de manera covalente al residuo conservado de
cisteina (Cys 528) de la exportina CRML1, localizado en la region que reconoce y se
une a la NES de la proteina cargo. De esta manera se bloquea la union de la

molécula cargo con la exportina CRM1, quedando la primera proteina secuestrada
dentro del nucleo [112, 113].

/ Npq

CRM1 - RanGTP - cargo

arge
RanGTP

‘olyo

CRM1

Citoplasma Nucleo

Figura 6. Mecanismo de exporte nuclear. Modificado de 119 (Ver texto).
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2.- ANTECEDENTES

2.1 Distribucién subcelular de la a-DB1

La a-DB1 es reconocida como una proteina citoplasmica del complejo DAPC; sin
embargo, estudios realizados en nuestro laboratorio han demostrado la presencia
de esta proteina en el nucleo de las células HelLa (células epiteliales derivadas de
cancer cervico uterino) y C2C12 (mioblastos de raton) (figura 5) [114, 115]. Una vez
localizada en el nucleo, la a-DB1 es capaz de interactuar con la ldmina B1 [116], lo

gue sugiere que la a-DB1 tiene una funcion estructural en el nacleo (figura 6).

e 1-Dyystrobrevin PI

a-Dtb DAPI Werge

Figura 7. Distribucidon subcelular de la a-DB1. Se observa la distribucion subcelular de la a-DB1
en las células HelLa (panel superior) y las células C2C12 (panel inferior). El andlisis se logré mediante
la técnica de inmunofluorescencia. a-DB, en verde; el nlcleo se tifio con ioduro de propidio (IP) o
DAPI; merge, sobreposicion de los canales) Modificado de las referencias [114] y [115].
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Figura 8. La a-DB1 colocaliza e interact(ia con la lamina B1. A. Se muestra la co-localizacion de
las protieinas a-DB1 y lamina B1 en las células C2C12 mediante la técnica de inmunofluorescencia
indirecta. La a-DB1 esta tefiida en color verde; la lamina B1 en rojo y los nucleos en azul (DAPI);
merge, sobreposiciébn de canales. B. Los extractos totales de las células C2Cl1l2 se
inmunoprecipitaron con anticuerpos anti-a-DB1 o con un anticuerpo irrelevante (IgG0). Las proteinas
inmunoprecipitadas se analizaron por inmunodeteccién en fase sélida utilizando anticuerpos anti-
lamina B1 o anti-a-DB1. El experimento reciproco se llevd a cabo usando un anticuerpo
inmunoprecipitante anti-lamina B1 (panel derecho).

2.2 Relaciéon funcional de la interaccion a-DB1/laAmina B1.

Para demostrar si la interaccion a-DB1/lamina B1 tiene una relevancia biologica, se
evaluo la proliferacion celular y la morfologia nuclear (procesos en los cuales la
lamina B1 esté involucrada) en las células C2C12 deficientes en la expresion de la
a-DB1, lo que se logré mediante la transfeccion de un plasmido que expresa una
RNA interferente (SiRNA por sus siglas en inglés) dirigido contra el gen de la a-DB1.
En comparacion con el cultivo control (células transfectadas con un siRNA
irrelevante) las células que expresan el siRNA contra la a-DB1 mostraron un retraso
notable en la proliferacién celular (figura 6A). Con la finalidad de averiguar si este
retraso en el crecimiento celular esta relacionado con algun defecto en el ciclo
celular, se analizo el perfil del ciclo celular de las células deficientes de a-DB1

mediante citometria de flujo. De manera interesante, observamos un aumento del
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24% en el numero de células en la fase GO/G1 y una subsecuente disminucién del

22% de las células en fase S, en comparacion con las células control (Figura 6B).

—e— Control siRNA 100
20 4 —o— a-DB siRNA
—v— Untransfected cells

m GO0/G1
—= S
m G2/M

p=<0.0001

Absorbance (570 nm)

% Cells

0 1 2 3 4 5 6 7 Control o-DB
Days siRNA siRNA

Figura 9. La disminucioén de los niveles de la a-DB1 altera la proliferacién y el ciclo celular. A.
La proliferacion de las células C2C12 que expresan de manera estable un siRNA dirigido contra la
a-DB1 o un siRNA control (control siRNA) se analiz6 durante un lapso de 7 dias mediante el ensayo
de MTT. B. Los cultivos de las células deficientes en a-DB1 o de las células control se analizaron
mediante citometria de flujo. Se muestra el porcentaje de células en cada fase del ciclo celular.

En cuanto a la participacion de la a-DB1 en el mantenimiento de la morfologia
nuclear, se decoré la envoltura nuclear utilizando un anticuerpo dirigido contra la
lamina B1 y se analizé mediante microscopia confocal si las células deficientes en
a-DB1 presentaban alguna alteracion. Se demostré que las células con deficiente
expresion de la a-DB1 contienen nudcleos deformes con forma de rifidn 6 multi-
lobulados, asi como nucleos con pliegues de la envoltura nuclear, en comparacion
con las células control (Figura 7), lo que demuestra que la interaccion a-DB1/LMB1

es crucial para el mantenimiento de la morfologia nuclear.
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Lamin Bl DAPI a-tubulin Merge

Control $IRNA

SIRNA

w-DB

Figura 10. La disminucién de la a-DB1 induce malformaciones en los nlcleos de las células
C2C12. A. Las células C2C12 que expresan establemente un siRNA contra la a-DB (siRNA vs a-
DB1) o un siRNA control (scramble) se cultivaron sobre cubreobjetos, se fijaron y se sometieron a
doble inmuno-marcaje con anticuerpos contra la lamina B1 (verde) y la a-tubulina (magenta). Los
ndcleos se visualizaron mediante tincién con DAPI (cian) previo al andlisis por microscopia confocal.
Las imagenes representativas muestran que las células control tienen nlcleos con morfologia
ovalada, mientras que las células deficientes en la a-DB1 presentan ndcleos amorfos.

2.3 Transporte nuclear de la a-DB1

Recientemente nuestro laboratorio demostré que la a-DB1 presenta un mecanismo
de importacion nuclear mediado por las importinas a2/f1. La secuencia de
localizacion nuclear (NLS, de sus siglas en ingles) que contiene la a-DB1 se
encuentra dentro del dominio ZZ, el cual esta formado por dos dedos de zinc.
Aunque la via de importacion nuclear de la a-DB1 esta caracterizada no existen

reportes de que esta proteina presente exportacion nuclear.
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3. JUSTIFICACION

La a-DB1 se localiza en diferentes compartimentos celulares, incluyendo el
citoplasma, la envoltura nuclear y el nucleoplasma, La identificacion de los
mecanismos que regulan los niveles de la a-DB1 en los diferentes compartimentos

celulares, nos permitird entender la diversidad funcional de esta proteina.

4. OBJETIVOS

6.1 Objetivo general

Identificar y caracterizar los mecanismos que regulan los niveles nucleares de la a-
DB1.

6.2 Objetivos especificos

e Analizar sila a-DB1 presenta un mecanismo de exportacion nuclear mediado
por la exportina CRML1.

e Determinar si la distribucion subcelular de la a-DB1 influye sobre su
estabilidad.
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5. MODELO DE ESTUDIO

En este proyecto se utilizo la linea celular C2C12 (mioblastos de ratén). Estudios
previos sobre la importaciéon nuclear de la a-DB1 y su interaccion con la lamina B1

se llevaron a cabo en este modelo de estudio.
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6. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Identificar y caracterizar los mecanismos que regulan los niveles nucleares de la a-DB1
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7. METODOLOGIA.

7.1 Cultivo celular y tratamientos

Las células musculares C2C12 se cultivaron en el medio Eagle modificado por Dulbecco
(DMEM), suplementado con 10% (v/v) de suero fetal bovino, 50 U/ml de penicilina y 50
hg/ml de estreptomicina. Las células se incubaron a 37°C en una atmosfera humeda con
5% de COs2. Para bloquear la exportacion nuclear de proteinas mediada por CRM1, se
adicion6 medio con Leptomicina B (LMB) a una concentracion de 50 nM durante 24
horas. En el caso de células transfectadas, el tratamiento se realizé 12 horas post-
transfeccion. Para inhibir la sintesis de proteinas, las células se trataron con
cicloheximida (CHX) a una concentracion de 30 ug/ml. Para la inhibicion del proteosoma

se utilizo el compuesto MG132 a una concentracion de 10 pM.

7.2 Transfeccion

Para llevar a cabo la transfecciéon de las células C2C12 se aplicdé la siguiente
metodologia. Se esterilizaron cubreobjetos de 20 mm x 20 mm con alcohol y flama de
mechero. Se cultivaron células C2C12 a una confluencia de 60% y se dejaron incubando
durante 24 h. En un primer tubo se agregaron 4 pl de lipofectamina 2000 (Invitrogen) y
100 pl de medio DMEM libre de suero y antibiéticos, y se dejo incubando la mezcla por
5 minutos a temperatura ambiente. En un segundo tubo se diluyé 4 ug de DNA en 100 pl
de medio DMEM libre de suero y antibidticos. Posteriormente se mezclé el contenido de
los dos tubos y se dejé incubando la mezcla por 30 minutos para permitir la formacién de
los complejos DNA-liposomas. A los cultivos celulares, se les cambi6 el medio de cultivo
por medio fresco adicionado con suero y con antibiéticos y se les agregd enseguida
los complejos DNA-liposomas por goteo. La preparacion se dejo incubando durante 24

horas en la incubadora de CO:a.

7.3 Obtencién de extractos proteicos mediante lisis celular

Las células C2C12 sembradas en cajas de 100 mm a una confluencia de 90% se lavaron
con 3 mlde PBSy se les afiadié 250 ul de la solucién amortiguadora de lisis (50mM Tris-
HCIl pH 8.0, 150mM NaCl, 1ImM PMSF, 1% de Tritobn X-100 y 1x de un coctel de proteasas
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[Complete-Roche]). La mezcla se incubd sobre una cama de hielo durante 20 minutos. A
continuacion, el lisado celular se recolecté con un gendarme, se colocé en un microtubo
de 1.5 ml y se centrifugé a 12,000rpm por 2 minutos a 4°C; enseguida se recupero el
sobrenadante (extracto total de proteinas) en un microtubo nuevo para cuantificar la
concentracion de proteinas por el método de Bradford. Los extractos se analizaron

posteriormente mediante electroforesis en geles desnaturalizantes de poliacrilamida.

7.4 Fraccionamiento celular (nucleo/citoplasma)

Para realizar el fraccionamiento celular de las células C2C12, se retiré el medio de cultivo
por aspiracion, se lavaron las células con PBS y se cosecharon en 1 ml de PBS
recolectandolas en un tubo Falcon. Posteriormente se sometieron a centrifugacion
durante 15 min a 5,000 rpm y se recuper6 la pastilla para resuspenderse en la solucion
amortiguadora TM (Tris HCI pH 8, MgClz2, PMSF), adicionada con inhibidores de
proteasas (Complete 7x) y fosfatasas (NaF, Na2MoOa4, NasVOas) y se incubaron a 40C
durante 10 min. Posteriormente, se agreg6 Tritdbn al 2% en una relacién 1:1 para
permeabilizar las membranas y la mezcla se incub6 durante 10 min a 4°C. La suspension
se homogenizé con un homogenizador Dounce y se centrifugd a 6000 rpm durante 15
min. El sobrenadante que corresponde a la fraccion citoplasmatica se separo y la pastilla
se resuspendié en una mezcla de soluciones de Sacarosa | (0.32 M) y Il (2.0 M), en
volumenes iguales. Posteriormente, se preparo el gradiente de sacarosa poniendo en el
fondo la solucion de sacarosa Il, luego los extractos nucleares resuspendidos y por ltimo
la solucién de sacarosa |, con el cuidado de conservar las tres fases. El gradiente se
centrifug6 a 16,000 rpm durante 48 min a 4°C. La fraccion nuclear que migra en la parte
de mayor concentracion del gradiente se recuperé y se resuspendio en la solucién de
lisis (50mM Tris-HCI pH8, 150mM NaCl, 1mM PMSF, 1% Tritén) y se mezcl6é mediante
agitacion constante durante 30 min a 4°C, utilizando el vortex La suspension se sometio
a diferentes ciclos de sonicacion de 1 minuto a 4°C, con periodos de descanso de 10 s.
Finalmente, la preparacion se centrifugd a 13,000 rpm durante 2 min para descartar los
restos membranales y el sobrenadante que corresponde al extracto nuclear se recolecto.

7.5 Cuantificacion de Proteinas por el Método de Bradford

A partir de una solucién de albumina de suero bovino (BSA) a una concentracién de
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1ug/ul se elabordé una curva estandar (0-10ug/ul), y se prepararon diluciones de las
muestras problema. Enseguida se adiciono el reactivo de Bradford (BIO-RAD) y se leyo
la absorbancia a 595 nm. Finalmente se registraron los valores para graficar la curva
estandar y mediante regresion lineal de los datos obtenidos de las muestras problema

se determind la concentracion de las proteinas, interpolandose en la curva estandar.

7.6 Andlisis de proteinas por electroforesis en geles desnaturalizantes de poliacrilamida

Se prepararon geles 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, 25l de
persulfato de amonio 10% (w/v) y 10ul de TEMED; gel concentrador al 4%: 0.479
ml de acrilamida al 30% /0.8% bisacrilamida, 0.879 de Tris-CI/SDS (pH 6.8), 2.143 ml de
H20, 17.8 pl de persulfato de amonio 10% (w/v) y 5 pyl de TEMED]. A las muestras de
proteinas previamente cuantificadas, se les agrego la solucién amortiguadora de carga,
se llevaron a un volumen final de 30 pul, se calentaron a 100°C por 5 minutos y se
colocaron en los pozos del gel. El gel se sometid a electroforesis en la solucién
amortiguadora de corrida (Tris base 3g/l, glicina 14.4 g/l, SDS 1g/l) con una corriente
constante de 20 mA durante 2 h. El gel se tifié en una solucion de azul Coomassie (45
ml agua, 45ml metanol, 10 ml acido acético glacial y 0.25 g de azul de Coomassie)
durante 30 minutos y se destifié por 1 h con la solucion destefiidora (45 ml agua, 45 ml
metanol y 10 ml &cido acético glacial). Para el analisis de los extractos totales se cargaron
en el gel 50 ug de proteina por pozo, mientras que para el analisis de los extractos

proteicos de bacteria se usaron 5 ug.

7.7 Inmunodeteccion en fase solida

Una cantidad de 60 ug de los extractos totales de proteinas, se separd en geles de
poliacrilamida-dodecilsulfato de sodio (SDS- PAGE) al 10%. Posteriormente, las
proteinas se sometieron a electrotransferencia durante 1 hora a 20 V en una camara
semi-humeda para transferirlas a membranas de nitrocelulosa, utilizandose la solucion
amortiguadora de transferencia (25mM Tris-HCI pH 8.0, 192mM Glicina y 20% v/v de
metanol). Enseguida, la membrana se tifidé con una solucion de rojo de Ponceau (SIGMA)
para visualizar las proteinas y se destifié con TBST (10 mM de Tris-HCI, pH 8.0, 150 mM
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NacCl, 0.1% (v/v) de Tween-20, pH [7.4]). Los sitios de unidn no especificos presentes en
las membranas de nitrocelulosa se bloquearon mediante incubacién durante 1 hora a
temperatura ambiente con leche descremada al 15% en TBS-T. A continuacién, las
membranas se incubaron con el anticuerpo primario disuelto en TBST durante 1 noche
a 4°C (Tabla 4). Posteriormente, se realizaron lavados de 5, 10 y 15 minutos con la
solucién TBST y las membranas se incubaron enseguida 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 solucién TBS-T. Finalmente, la sefial especifica se reveld con el sistema de deteccion

ECL (Amersham Biosciences).

7.8 Obtencion de lisados bacterianos

Los cultivos de bacterias competentes de la cepa E. coli BL21 se transformaron con los
vectores pGEX-4T1 (que expresa la proteina GST), pGEX-4T1-a-DB1 (que expresa la
proteina de fusion a-DB1) y pGEX4T1-MDsk (que expresa la proteina de fusién GST-
MDsk). Del paqueo de bacterias transformadas se tomé una colonia aislada tpara
inocular 4 ml de medio LB con ampicilina, y el cultivo se incub6 durante 12 horas a 37°C
con agitacién constante. Transcurridas las 12 horas se realiz6 una dilucion (1:40) del
cultivo en 10 ml de medio LB con ampicilina, se adicioné IPTG a una concentracion de 1
mM y se incubd a 25°C con agitacion constante hasta alcanzar una ODeoo de 0.4. Los
cultivos se centrifugaron a 10,000 rpm por 10 minutos, se desecho el sobrenadante y el
boton bacteriano se resuspendid en 500 ul de la solucion amortiguadora NETN con
inhibidores [NaCl 100mM, Tris-HCI pH 7.5 20mM, EDTA 1mM, NP40 0.5%, PMSF 1mM,
y la mezcla de proteasas Complete (Boehringer)]. Para la obtencion de lisados de las
bacterias que expresan la proteina GST-MDsk se utilizé la solucibn amortiguadora STE
[NaCl 100mM, Tris-HCI pH 7.5 20mM, EDTA 1mM, Sarcosyl 1.5%, PMSF 1mM, y la
mezcla de proteasas Complete (Boehringer)] con sarcosyl. La suspension bacteriana se
sometid a sonicacion, aplicando seis pulsos de 15 segundos a 3.5 micrones; el lisado

bacteriano obtenido se clarific6 mediante una centrifugacion de 5 minutos a 13,000rpm.
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7.9 Ensayos in vitro de interaccion entre proteinas

Para realizar los ensayos de interaccion de proteinas, se incubaron los diferentes
lisados bacterianos durante toda la noche con perlas de glutation sefarosa (Amersham
Biosciences), con la finalidad de purificar las proteinas recombinantes GST, y GST-a-
DB1. Después, las perlas se lavaron 3 veces utilizando 1000 ul de la solucion
amortiguadora NETN sin inhibidores de proteasas y fosfatasas; cada lavado consistio
en la incubacion de las perlas con 500 pl de la solucidon amortiguadora NETN sin
inhibidores de proteasas y fosfatasas, durante 10 minutos con rotacién y a 4°C.
Posteriormente se centrifugaron las muestras por 5 minutos a 3,000 rpm y se retird
una el sobrenadante por aspiracion. A la pastilla resultante se le adicionaron 50 pl de
la solucibn NETN. Para probar la interaccion in vitro de la proteina a-DB1 con la
exportina CRM1 se mezclaron 5 ug de la proteina recombinante, capturada por las
perlas, con 500 ug de un lisado total de las células C2C12, y se dejaron
interaccionando durante toda la noche con rotacion a 4°C. Finalmente las perlas se
lavaron tres veces con la solucion RIPA que contiene Triton al 0.2% Yy las proteinas
gue se mantuvieron unidas se analizaron mediante electroforesis e inmunodeteccion

en fase solida, utilizando los anticuerpos apropiados.

7.10 Inmunofluorescencia indirecta

Se esterilizaron con alcohol y flama de mechero cubreobjetos de 20 mm x 20mm. Las
células crecidas a una confluencia de 80% se resuspendieron en 1 ml de medio de
cultivo y a cada cubreobjetos se le agregd 50 pl de la suspension celular y 200 ul de
medio de cultivo y las preparaciones se incubaron por 24 horas en una incubadora de
CO:a2. Transcurrido este tiempo se retiro el medio el cultivo y los cubreobjetos se lavaron
tres veces con PBS. Se fijaron las células con 200 ul de paraformaldehido al 4% en
PBS por 10 minutos. Enseguida, se lavaron las preparaciones tres veces con PBS y
posteriormente se permeabilizaron las células por 10 minutos con 200 pl de tritén-X100
al 0.2% en PBS, y se lavaron tres veces con PBS. Enseguida se realiz6 el bloqueo de
los cubreobjetos durante 20 minutos a temperatura ambiente, utilizando gelatina al
0.5% y 1.5% de suero fetal bovino (SFB) en PBS. Los cubreobjetos se lavaron con
PBS y se incubaron con el anticuerpo primario (ver tabla 1) durante toda la noche a
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4°C en camara humeda. Posteriormente los cubreobjetos se lavaron tres veces con

PBS y se incubaron con el anticuerpo secundario (diluciéon 1:50 en PBS) durante una

hora en camara humeda. Para tefiir los nlcleos se adicioné a cada cubreobjetos 50 pl
de DAPI (diluido 1:600 en PBS, a partir de un stock de 0.1 pg/ul; SIGMA), incubando

a temperatura ambiente por 10 minutos. Enseguida se enjuagaron los cubreobjetos

tres veces con PBS y se escurrid el exceso de liquido. Se afadieron 8 ul de

Vectashield (Vector Laboratorios) sobre portaobjetos limpios y se colocaron los

cubreobjetos para proceder con el sellado. Finalmente, las preparaciones se

analizaron por Microscopia Confocal.

Tabla 1. Anticuerpos primarios utilizados

Anticuerpo Origen  Naturaleza Proteina Dilucion  Dilucién Referencia
primario detectada IF WB
Anti- a- Raton Policlonal a- 1:20 1:1000 DB
Distrobrevina Distrobrevina Transduction
Anti-CRM1
(NB100- Conejo Policlonal CRM1 1:250 1:4000 Novus
79802) Biologicals
Anti-GAPDH Raton Monoclona GAPDH - 1:1000 Santa Cruz
[ Biotechnology
Anti-GFP Conejo Policlonal GFP - 1:1000 Santa Cruz
(FL) Biotechnology
Anti-GST Ratén Monoclona GST - 1:1000 Santa Cruz
(B-14) I Biotechnology
Anti-Lamina | Conejo Policlonal | Lamina A/C - 1:4000 Santa Cruz
A/C (H-110) Biotechnology
Anti-Lamina
B1 (ab16048) | Conejo Policlonal Lamina B1 1:200 1:2000 Abcam
Anti- Conejo Policlonal Calnexina - 1:500 | Santa Cruz
Calnexina Biotechnlogy
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7.11 Restriccion enzimatica de DNA

En un microtubo de 0.6 ml se colocaron 500 ng de plasmido, 0.5 ul de la enzima de
restriccion correspondiente, 1 ul de la solucién amortiguadora recomendada para cada
enzima y agua desionizada para aforar a un volumen final de 10 y. La reaccién se dejé
incubando toda la noche a la temperatura recomendada apropiada para cada enzima.
Los productos se analizaron en geles de agarosa al 1% tefiidos con bromuro de etidio.
7.12 Ligacion de DNA

En un microtubo de 0.6 ml se agregaron 100 ng del DNA de pldsmido molde (previamente
restringido), 2 ul de la solucion amortiguadora de ligacion 10X, 1.5 U de la ligasa T4
(Invitrogen) y la cantidad del fragmento de DNA por ligar equivalente a una relacion molar
de 1:3; la reaccion a 20 ul con agua desionizada. La reaccion de ligacion se incub6 toda
la noche a 14°C y se utilizé posteriormente para transformar un cultivo de células

competentes de la cepa de E. coli DH5a.

7.13 Preparacion de células competentes por el método de CaClz
Se sembro la cepa E. coli TOP-10 sobre cajas de agar LB y estas se incubaron durante

16 horas a 37°C. Enseguida se transfirié una colonia aislada a un matraz que contenia
100 ml de LB para su posterior incubacién a 37°C por 4 horas con agitacion (300

ciclos/minuto). Se monitoreo el cultivo cada 30 minutos para que no excediera la

densidad de 108células/ml. Posteriormente se dividio el cultivo bacteriano en dos tubos
falcon de 50 ml estériles y estos se colocaron en hielo durante 10 minutos. Enseguida,
se centrifugaron los cultivos a 4,000 rpm por 10 minutos a 4°C, se decant6 el
sobrenadante y el botén bacteriano se resuspendié en 5 ml de CaClza una concentracién
de 0.1mM. La suspension se incubo por 5 minutos en hielo y se centrifugd a 4,0000 rpm
por 10 minutos a 4°C; se decant6 el sobrenadante y el boton bacteriano se resuspendi6
en 1 ml de CaCl20 (1mM). Finalmente se prepararon alicuotas de 200 ul de las células

competentes en microtubos de 1.5ml.

7.14 Transformacion bacteriana

Se colocaron alicuotas de 50 ul de bacterias competentes en microtubos de 1.5ml y se

les adicion6 200 ng de DNA de plasmido. La mezcla se mantuvo en hielo por 30 minutos
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y posteriormente se incubo6 a 42°C durante 90 segundos para regresarse al hielo por 2
minutos adicionales. Enseguida se adicionaron 800 ul de medio LB y la suspension se
incubd a 37°C por 1 hora con agitacion constante. Se tomaron 70 ul del cultivo total y se
transfirieron a placas de agar LB (1% peptona, 0.5% extracto de levadura y 1% NacCl)
suplementado con el antibiético de eleccion (100 pg/ml de ampicilina o 50 ug/ml de

kanamicina). Finalmente, las placas se incubaron a 37°C toda la noche.

7.15 Extraccion y purificacion de plasmidos

7.15.1 Obtencién de DNA de plasmido a baja escala (MINIPREP)

Se sembro una colonia de bacterias transformadas con el plasmido de interés en tubos
de ensayo de 15 ml que contenian 5 ml de medio Luria Bertani suplementado con el
antibidtico de eleccién (100 pg/ml de ampicilina o 50 ug/ml de kanamicina). El cultivo se
incubd toda la noche a 37°C con agitacién constante y posteriormente, se transfirié 1.5
ml del cultivo a un microtubo de 1.5 ml y se centrifugd a 13,000 rpm durante 1 minuto.
Se retir0 el sobrenadante y se agregoé a la pastilla bacteriana 100 pl de la solucion de
lisis (50mM glucosa, 25mM Tris-HCI pH 8.0, 10mM EDTA pH 8.0), agitando la mezcla
vigorosamente por inversion. Enseguida se agregaron 200 pl de la solucion 1l (0.2N de
NaOH y 1% SDS) y la preparacion se mezclé diez veces por inversion. El tubo se coloco
en hielo y se le adiciond 15 Oul de la solucion Il (60ml acetato de potasio 5M, 11.5ml de
acido acético glacial, y 28.5ml de agua desionizada), mezclando nuevamente diez veces
por inversion y dejando reposar la mezcla 5 minutos en hielo. Se transfirio el
sobrenadante a un microtubo nuevo y el DNA se precipité con 2 volumenes de etanol
absoluto, dejando reposar durante 2 minutos a temperatura ambiente. Se centrifugo
nuevamente la preparacion a 12,0000 rpm por 5 minutos a 4°C. El sobrenadante se retird
por aspiracion y al boton de DNA plasmidico se le afiadié 1 ml de etanol al 70%, se agitd
con vortex y se centrifugd a 12,000 rpm por 5 minutos. Enseguida se removié el
sobrenadante y el botén de DNA se disolvié con 30 pl de la solucién amortiguadora TE,
pH 8.0 y se adicions psoteriormente 20 ug/ml de RNasa. Finalmente se observo el DNA

de plasmido en un gel de agarosa al 1%.
7.15.2 Obtencion de DNA de plasmido a mediana escala (MIDIPREP)
Para realizar la purificacion de DNA de plasmido a mediana escala se sigui6 el protocolo
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establecido por QIAGEN®, plasmid Purification. El DNA obtenido se disolvido en la
solucion amortiguadora TE. pH 8.0, se cuantifico en el Nanodrop y se analizé su
integridad mediante electroforesis en geles de agarosa al 1, en la solucién TBE (45 mM
Tris-Borato, 1mM EDTA).

7.16 Secuenciacion Automatizada de DNA

7.16.1 Obtencion de productos de extension marcados

Se mezclaron en un volumen final de 20 ul, 1 ug de DNA de plasmido, 20 picomoles del
oligonucléotido especifico correspondiente, 2 ul de la reaccién de secuenciacion y 2 pl
de la solucion amortiguadora de ABI PRISM BigDye Terminador Cycle Sequencing 3.1
(Applied Biosystem). Enseguida, la reaccion se coloco6 en el termociclador utilizando el
siguiente programa: un paso inicial de calentamiento a 95°C por 5 minutos, seguido de
25 ciclos de 96°C por 10 segundos, 50°C por 5 segundos y 60°C por 4 minutos;
finalizandose la reaccion con un ciclo de extension de 10 minutos a 60°C.

7.16.2 Purificacion de los productos por precipitacion con EDTA

A los productos de reaccién de PCR se le agreg6 5 pl de EDTA 125 mM y 60 ul de etanol
absoluto, se mezclo la reaccién y se incub6 por 15 minutos a temperatura ambiente.
Enseguida se centrifugaron las muestras a 10,000 rpm durante 30 minutos a 4°C. Se
retird el sobrenadante, se adicion6 60 pl de etanol al 70% y se centrifugd a 10,000 rpm
por 10 minutos a 4°C. Se removio el sobrenadante de las preparaciones y se completé
su secado utilizando por 5 minutos un dispositivo que genera vacio. El producto pude
PCR purificado se cubrié de la luz y se envié a la Unidad de Acidos Nucleicos del
Departamento de Genética y Biologia Molecular para su secuenciacion posterior.
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8. RESULTADOS

8.1 IDENTIFICACION DE SECUENCIAS DE EXPORTACION NUCLEAR DE LA a-DB1

Estudios recientes de nuestro grupo de trabajo demostraron que la importacion nuclear
de la a-DB1 esta mediada por las importinas a2/B1 [25]. Tomando en consideracion que
la a-DB1 se localiza tanto en el citoplasma como en el ndcleo, es probable que la proteina
posea un mecanismo de exportacion nuclear que, al complementarse con la importacion
nuclear, le permita a la célula regular la distribucion de la a-DB1 en ambos
compartimentos. Para responder esta pregunta, realizamos un analisis in silico con el
programa NetNES [109] para analizar si la a-DB1 presenta secuencias putativas de
exportacion nuclear (NES, por sus siglas en inglés, nuclear export signal). EI programa
predijo tres secuencias de exportacion nuclear: dos localizadas en el dominio de manos
EF, denominadas NES1 y NES2 y otra dentro del dominio carboxilo terminal,
denominada NES3 (Figura 3A). Para determinar la funcionalidad de las tres NES, cada
una se clon6é de manera independiente en el vector Tetra-EGFP. Este vector codifica
para 4 unidades de la proteina GFP alineadas en tdndem, ademas posee una secuencia
de localizacion nuclear que permite que la proteina de fusion se internalice en el nucleo;
en el sitio maltiple de clonacién, localizado entre la tercera y cuarta GFP[117]. Se
clonaron cada una de las secuencias NESs, para generar los vectores de expresion:
Tetra-EGFP-NES1, Tetra-EGFP-NES2 y Tetra-EGFP-NES3 (Figura 3B). Las células
C2C12 se transfectaron con los diferentes vectores de expresion y se evalud la expresion
de las proteinas de fusidén 24 horas post-transfeccion mediante inmunodeteccion en fase

sélida, utilizando anticuerpos anti-GFP (Figura 3C).
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Figura 11. Identificacion, clonacién y expresion de las sefiales de exportacion nuclear de la a-DB1
fusionadas a la proteina de fusién TetraGFP. A) Representacién grafica de las tres secuencias de
exportacion nuclear identificadas en la a-DB1. La NES1 y NES2 se localizan dentro del domino de las
manos EF y la NES3 en el dominio carboxilo terminal. B) Representacion esquematica de las proteinas de
fusion. C) Los extractos totales de las células C2C12 que expresan cada uno de las proteinas de fusion se
resolvieron mediante SDS-PAGE y se revelaron mediante inmunodeteccion en fase sélida, utilizando
anticuerpos contra GFP.

Posteriormente se analizé la distribucion subcelular de las proteinas de fusion mediante
microscopia confocal. La proteina Tetra-GFP se distribuyd exclusivamente en el
citoplasma, debido a que su peso molecular de 96 kDa le impide ingresar por difusion
pasiva al nacleo y a que no posee una secuencia de localizacién nuclear, mientras que
la proteina Tetra-GFP fusionada con una NLS se localizé preferentemente en el nlcleo.
Por lo que respecta a las proteinas de fusién que contiene las secuencias NESSs;
observamos que la proteina Tetra-GFP-NESL1 tiene una distribucién nuclear similar a la
proteina Tetra-GFP-NLS, mientras que las proteinas Tetra-GFP-NES2 y Tetra-GFP-
NES3 presentaron una disminucién en la tincién nuclear, lo que indica que estas dos
NESs son funcionales. Sin embargo, la tincién en el citoplasma de la proteina Tetra-GFP-
NES3 es mas intensa, lo que sugiere que funciona mas eficientemente que la NES2
(Figura 4A). La cuantificacion de la intensidad de la fluorescencia (F n/c) de cada una de

las proteinas de fusién se muestra en la Figura 4B.
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Figura 12. Caracterizaciéon funcional de las sefales de exportacién nuclear de la a-DB1. A) Las
células C2C12 que expresan las diferentes proteinas de fusién se fijaron sobre cubreobjetos, se tifieron
los nucleos con DAPI (azul) y posteriormente se analizaron mediante microscopia confoca; barra= 10um.
Las imagenes de microscopia confocal corresponden a cortes en Z, B) Las imagenes se analizaron con el
software ImageJ para obtener el cociente Fn/c. Los datos mostrados en la grafica representan el promedio
+ S.D. de una serie de tres experimentos independientes (n>50 células).

Para corroborar que la distribucion citoplasmatica de las proteinas de fusion GFP-NES 2
y 3 se debe a que presentan exportacion nuclear y no a un defecto en su importacién
nuclear, tratamos las células con LMB, inhibidor de la exportina CRM1. Después del
tratamiento, las proteinas Tetra-GFP-NES2 y Tetra-GFP-NES3 presentaron una
distribucion principalmente nuclear, (Figura 5A), lo que demuestra que confirma que
ambas proteinas son exportadas por CRM1 y que este mecanismo se bloquea con LMB.
El analisis cuantitativo de la intensidad de fluorescencia (Fn/c) de cada proteina de fusion
se muestra en la Figura 5B. En su conjunto estos resultados demuestran que, las

secuencias de exportacion nuclear 2 y 3 son funcionales en un sistema heterélogo.
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Figura 13. Las sefiales de exportacion NES2 y NES33 son funcionales en un sistema heterélogo. A)
Las células C2C12 que expresan las diferentes proteinas de fusién se sembraron sobre cubreobjetos y 12
post-transfeccién se incubaron por 24 h con 5 OnM de LMB. Se tifieron los nucleos con DAPI (azul) y
posteriormente las preparaciones se analizaron mediante microscopia confocal; barra = 10 um. Las
imagenes de microscopia confocal corresponden a cortes en Z, B) Las imagenes se analizaron con el
software ImageJ para obtener el cociente Fn/c. Los datos mostrados en la gréafica representan el promedio
+ S.D. de una serie de tres experimentos independientes (n>50 células).
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8.2 LA EXPORTACION NUCLEAR DE LA a-DB1 ES MEDIADA POR LA EXPORTINA
CRM1

Con la finalidad de comprobar que la exportacién nuclear de la a-DB1 es mediada por la
exportina CRM1 se plantearon diferentes estrategias experimentales. Como primer
acercamiento se trataron las células C2C12 con LMB y se analizé la distribucion
subcelular de la a-DB1 enddgena. En las células tratadas con LMB se observo una mayor
acumulacion nuclear de la proteina, en comparacion con el cultivo celular tratado
solamente con el vehiculo (6A). El analisis de la cuantificacion de la intensidad de
fluorescencia (F n/c) confirmd que la acumulacion nuclear de la a-DB1 en las células

tratadas con LMB fue estadisticamente significativa (Figura 6B).

Como segundo paso decidimos obtener células transfectadas establemente con un
vector que expresa un RNa interferente (RNAI) contra el RNA mensajero de CRM1 y
analizar si la deficiente expresidén de la exportina altera la localizacion nuclear de la a-
DB1. Se corrobor6 mediante WB que las células que expresan el RNAI contra CRM1
tienen bajos niveles de la exportina, en comparacion con las céluals que expresan un
RNAi irrelevante. (Figura 6C). La cuantificacion de las bandas mediante densitometria
mostré una disminucion del 70% en los niveles proteicos de CRM1 (Figura 6D). Por otro
lado, en los ensayos de inmunofluorescencia indirecta con anticuerpos dirigidos contra
a-DB1 evidencié que las células deficientes en la expresion de CRM1 presentan una
mayor acumulacién nuclear de la a-DB1 (Figura 6E). El andlisis de la cuantificacion de

la intensidad de fluorescencia F(n/c) se muestra en la Figura 6F.
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Figura 14. La exportacion nuclear de la a-DB1 es mediada por la exportina CRM1. A) Las células
C2C12 se sembraron sobre cubreobjetos y se incubaron por 24 h con 50 nM de LMB, posteriormente se
fijaron y analizaron mediante inmunofluorescencia usando un anticuerpo anti-a-DB1 (verde). Los nlcleos
se tifieron con DAPI (azul) previo al andlisis por microscopia confocal. Se muestran imagenes
representativas con cortes Opticos en Z, barra=10 um. B) Las imagenes se analizaron con el software
ImageJ para obtener el cociente Fn/c y los datos mostrados en la gréafica representan el promedio + S.D.
de una serie de tres experimentos independientes (n>50). C) Los extractos totales de las células C2C12
establemente transfectadas con los plasmidos que expresan un siRNA dirigido contra la a-DB1 o un siRNA
control se resolvieron mediante SDS/PAGE y se analizaron por inmunodeteccion en fase sélida, utilizando
anticuerpos contra CRML1 y actina (control de carga) D) El Andlisis por densitometria determiné que los
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niveles proteicos de la exportina CRM1, normalizados con el control de carga, disminuyeron un 70%. Los
datos corresponden al promedio + la S.D. de una serie de tres experimentos independientes. E) Las células
C2C12 establemente transfectadas con el siRNA dirigido contra la a-DB1 o con el siRNA control se fijaron
y analizaron mediante inmunofluorescencia, usando un anticuerpo anti-a-DB1 (verde). Posteriormente los
nacleos se tifieron con DAPI (azul) previo al analisis por microscopia confocal. Se muestran imagenes
representativas con secciones oOpticas en Z, barra=10um. E) Las imagenes obtenidas se analizaron con el
software ImageJ para obtener el cociente Fn/c y los datos mostrados en la grafica representan el promedio
+ S.D. de una serie de tres experimentos independientes (n>50 células).

Finalmente, para determinar si la a-DB1 interacciona con la exportina CRM1 se
realizaron ensayos in vitro e in vivo. Para los ensayos in vitro, las proteinas de fusion
GST-a-DB1, GST (control negativo) y GST-B-DG (control positivo) se expresaron en un
sistema bacteriano, se purificaron y se inmovilizaron sobre perlas de glutation-sefarosa.
La purificacion e integridad de las proteinas de fusién se evalué mediante tincion con
azul de coomasie (Figura 7A). Enseguida se pusieron a interactuar las proteinas de
fusion con extractos totales de las células C2C12 y los complejos formados se
recuperaron por centrifugacion y se revelaron por medio de inmunodeteccion en (IP) fase
sélida, empleando anticuerpos contra CRM1. La exportina CRM1 se recuperd en la
fraccion precipitada de GST-a-DB1 y GST-B-DG (control positivo) pero no en la de GST
sola (Figura 7B), lo que demuestra que en verdad existe una interaccion entre CRM1 y
la a-DB1. El revelado de las proteinas de fusién utilizando un anticuerpo dirigido contra

la proteina GST se muestra en la parte inferior del panel B de la Figura 7.

Con la finalidad de demostrar que esta interaccion se lleva a cabo en un ambiente
fisiologico, se decidié realizar ensayos in vivo mediante la técnica de GFP-trap,
inmunoprecipitacon utilizando un anticuerpo dirigido contra GFP. Las células C2C12
fueron transfectadas con los plasmidos que codifican para las proteinas de fusion GFP-
a-DB1 y GFP sola (control negativo), 24 horas pos-tranfeccion se realizaron extractos
totales y se pusieron a interactuar con las proteinas GFP- a-DB1 y GFP sola,
previamente purificadas. En comparacion con la fraccion precipitante (IP) de las células
transfectadas con GFP sola donde no se observa ninguna interaccion, en la fraccion
precipitante de las células transfectadas con GFP-a-DB1, se puede observar claramente
la sefial especifica de la proteina CRM1 (Figura 7C). La expresion de las proteinas de
fusion se muestra en la parte inferior del panel B de la Figura 7. Estos resultados en su

conjunto confirman que la exportina CRM1 media la exportacion nuclear de la a-DB1.
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Figura 15. La a-DB1 interacciona con la exportina CRM1 in vitro e in vivo. A) Las proteinas GST, GST-
a-DB1 y GST-B-DG (control positivo) se expresaron y purificaron a partir de cultivos de E. coli, y se
visualizaron mediante SDS-PAGE seguido de tincion con azul de Coomassie. B) Las proteinas de fusién
inmovilizadas sobre perlas de glutation-Sefarosa se incubaron con extractos totales de las células C2C12
para llevar a cabo ensayos de interaccion tipo pull-down. Los complejos se resolvieron por SDS-PAGE y
se revelaron con un anticuerpo anti-CRM1. El carril marcado como Input corresponde al 5% de la cantidad
del extracto de proteinas utilizado para el ensayo de interaccion. IP, fraccién inmunoprecipitada; FNU,
fraccion no unida. En el panel inferior se observa el revelado de las proteinas de fusién utilizando un
anticuerpo anti-GST. C) Los lisados de las células C2C12 que expresan GFP o GFP-a-DB1 se
inmunoprecipitaron utilizando el sistema GFP-trap (GFP-Trap®, Chromotek, Germany) y las proteinas
precipitadas se resolvieron a geles de acrilamida con SDS y se revelaron mediante inmunodetecion en
fase solida utilizando un anticuerpo dirigido contra la CRM1. El carril marcado como S=sobrenadante
corresponde al 5% de la cantidad de proteinas que se utilizd para la interaccion. IP, fraccion
inmunoprecipitada. En el panel inferior se observa el revelado de las proteinas de fusion utilizando un
anticuerpo anti-GFP.
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8.3 EL PROTEOSOMA NUCLEAR LLEVA VA ACABO LA DEGRADACION DE LA a-
DB1

Tomando en consideracion el trafico intracelular que posee la a-DB1 para localizarse
tanto, en citoplasma como en el ndcleo, decidimos evaluar si su estabilidad esta
modulada por su localizacion subcelular. Como primer acercamiento tratamos a las
células C2C12 con cicloheximida (CHX), para inhibir la sintesis de novo de proteinas y
determinamos el tiempo de vida media de la a-DB1 mediante ensayos de
inmunodeteccion en fase solida utilizando anticuerpos contra la a-DB1 y GAPDH
(proteina control que tiene una vida media relativamente larga). Demostramos que la vida
media de la a-DB1 es de 31.6 h (Figura 9A, panel izquierdo). Posteriormente forzamos
la acumulacion nuclear de la a-DB1 mediante tratamiento de las células con LMB previo
a la inhibicion de la sintesis de proteinas con CHX, y analizamos si existe un cambio en
la estabilidad de la proteina. De manera interesante encontramos que la vida media de
la a-DB1 se acorta significativamente cuando se concentra en el nucleo. (11. 6 h; Figura
8A).

Para demostrar que la degradacion nuclear de la a-DB1 estaba mediada por el
proteosoma, las células C2C12 fueron tratadas con CHX y LMB, se incubaron
adicionalmente por 30 horas con el inhibidor del proteosoma MG132. Los lisados
celualres de las diferentes condiciones experimentales se resolvieron mediante SDS-
PAGE vy se revelaron por inmunodeteccion en fase solida utilizando anticuerpos anti-a-
DB1 (Figura 9C). La disminucion de los niveles de proteina se previno después del
tratamiento con MG132 (Figura 9C), lo que sugiere que la a-DB1 es degradada por el

proteosoma nuclear.
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Figura 16. Los niveles nucleares de la a-DB1 son regulados por el proteosoma nuclear. (A) Las
células C2C12 se trataron con LMB o etanol (vehiculo) durante 12 h y enseguida con CHX durante los
intervalos de tiempo indicados. Los lisados celulares se resolvieron mediante SDS-PAGE vy se revelaron
utilizando anticuerpos especificos para la a-DB1 y GAPDH (control de carga que posee una vida media
relativamente larga). B) El tiempo de vida media de la a-DB1 (t 1/2) se calcul6 por analisis densitométrico
(t0 = 100%). Los datos corresponden a la media + SEM de tres experimentos independientes y se realizé
la regresion lineal con el software Graphpad Prism 6. El tiempo de vida media de la a-DB1 disminuyé en
las células tratadas con LMB (panel derecho). C) Las células C2C12 tratados con LMB y CHX como en
(A), se incubaron adicionalmente con MG132 (inhibidor del proteasoma) o con el vehiculo solamente
durante 30 h. D) Los datos corresponden a la media + SEM de tres experimentos separados, el valor de p
indica diferencias de significacion (prueba t de Student no pareada). La inhibicién del proteasoma recuperé
los niveles de proteina a-DB1.

Las proteinas que son blanco del proteosoma deben ser ubiquitinadas para ser
reconocidas por este sistema de degradacion [118]. Por lo tanto, decidimos evaluar si la
a-DB1 se ubiquitina en el nlcleo para ser posteriormente degradada. Para abordar esta
pregunta, utilizamos un vector de expresion que codifica para 5 dominios proteicos de la
proteina Dsk, los cuales tienen afinidad por proteinas ubiquitinadas [119] y estan
fusionados a GST. Las proteinas de fusion GST-MultiDsk y GST (control negativo) se
expresaron en un sistema bacteriano, se purificaron y se inmovilizaron sobre perlas de
glutation-sefarosa. La purificacion e integridad de las proteinas recombinantes se evaluo
mediante tincidon con azul de Comassie (Figura 10A) y enseguida se llevaron a cabo
ensayos de interaccion de proteinas tipo pull-down, mediante la incubacion de las
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proteinas GST-MultiDSK y GST con lisados de las células C2C12 tratadas previamente
con LMB o con el vehiculo solamente. Las proteinas ubiquitinadas que se rescataron con
el sistema GST-MultiDSK se resolvieron mediante SDS-PAGE y se revelaron por
mediante imnunodeteccion en fase solida, utilizando un anticuerpo anti-a-DB1. Se
observo una banda con una migracion retardada en el carril de las proteinas precipitadas
por el GST-MultiDsk en la fraccion nuclear y de manera interesante, la intensidad de la
banda es claramente mayor en las células tratadas con LMB que en las incubadas con
el vehiculo solamente (Figura 10B). La interpretacion de estos resultados sugiere que la
banda retardada corresponde a la a-DB1 ubiquitinada y que el mecanismo de
ubiquinacion se acelera cuando acumulamos la proteina en el ndcleo mediante
tratamiento con LMB. Es importante mencionar que la banda que corresponde a la a-
DB1 ubiquitinada no se encontré en la fraccion citoplasmatica, independientemente del
tratamiento con LMB o con su vehiculo solamente, lo que indica que la ubiquitinaciéon y
posterior degradacion de la proteina ocurre especificamente dentro del ndcleo. La
ausencia de calnexina en el extracto nuclear y de la ldmina A/C en el extracto del

citoplasma demuestra la pureza de las fracciones celulares.
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Figura 17. La ubiquitinacion de la a -DB-1 ocurre exclusivamente en el niicleo de las células C2C12
y se acelera por el tratamiento con LMB. A) Las proteinas GST y GST-MultiDSK se expresaron y
purificaron a partir de cultivos de E. coli, y se visualizaron mediante SDS-PAGE vy tincién con azul de
Coomassie. B) Las proteinas GST y GST-MultiDSK inmovilizadas sobre perlas de glutation-Sefarosa se
incubaron con extractos citoplasmicos y nucleares de células tratadas previamente con LMB o con el
vehiculo solamente. Las proteinas ubiquitinadas que se capturaron con las perlas de sefarosa se
analizaron mediante SDS-PAGE e inmunodeteccion en fase sdlida con anticuerpos anti-a-DB1. SN,
sobrenadante: IP precipitado. La inmunodeteccion de calnexina y lamina A/C se us6 como control de la
pureza de las fracciones de citoplasma y nucleo, respectivamente.
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9. DISCUSION

La a-DB1 es un miembro del complejo de proteinas asociadas a la distrofina (DAPC) [1].
Las funciones que se le han atribuido a la a-DB1 cuando forma parte de este complejo
proteico incluyen la regeneracion muscular y la estabilidad del citoesqueleto[46] .
Recientemente nuestro grupo de trabajo demostré por primera vez que la a-DB1 se
localiza en el nacleo de diversas lineas celulares [110, 111]. Ademas, nuestro laboratorio
disecd el mecanismo de importacién nuclear de la a-DB1. Esta proteina contiene una
sefial de importacion nuclear (NLS) atipica localizada en su dominio ZZ, la cual es
reconocida por el sistema de importinas IMPa2/IMP3, para mediar la translocacion
nuclear de la proteina a través del poro nuclear [116]. En el nucleo, la a-DB1 interacciona
con la proteina de envoltura nuclear lamina B1 para regular la arquitectura nuclear.
Tomando en consideracion que la a-DB1 se distribuye tanto en la membrana plasmatica
como en el nucleo, nos planteamos la hipotesis de que la proteina posee un mecanismo
de exportacion nuclear que, en combinacidon con la importacion nuclear, le permita

trasportarse bidireccionalmente entre ambos compartimentos.

Consistentemente con nuestra hipotesis, en el presente estudio demostramos que la
exportacion nuclear de la a-DB1, mediado por la exportina CRM1. Mediante analisis in
silico encontramos 3 posibles sefales de exportacion nuclear dentro de la secuencia de
la a-DB1 (Figura 3A). Debido a que existen proteinas que poseen mas de una NES
funcional [120], decidimos evaluar la eficiencia de cada NES de manera independiente,
empleando el sistema reportero TetraGFP, y demostramos que al menos las NES2 y
NES3 son funcionales. Asi mismo, mediante ensayos de interaccion in vitro vy
experimentos de inmunoprecipitacion comprobamos que la exportina CRM1 interacciona
con la a-DB1. Finalmente, mediante experimentos de knockdown sobre el gen de CRM1,
confirmamos que esta exportina es la encargada de transportar desde el nucleo hacia el
citoplasma a la a-DB1, ya que la disminucion de los niveles de CRM1 resulté en la

acumulacion nuclear de la proteina.

La exportacion nuclear de proteinas es en algunos casos el preambulo para su posterior
degradacion en el citoplasma, a traves del proteosoma[121, 122]. Por lo tanto, decidimos

evaluar si la estabilidad de la a-DB1 depende de su distribucion subcelular. De manera
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inesperada, encontramos que el tiempo de vida media de la a-DB1 disminuye mas de
50% cuando forzamos su acumulacion en el nicleo mediante tratamiento de las células
con LMB, y demostramos que la bajada en los niveles de la a-DB1 se revierte cuando se
agrega al sistema un inhibidor del proteosoma (MG132). Estos resultados sugieren que
el proteosoma nuclear degrada a la a-DB1, lo que es en cierta medida novedoso, ya que
hasta hace algunos afios se pensaba que la degradacién de proteinas ocurria
exclusivamente el citoplasma. Sin embargo, estudios recientes han demostrado la
existencia de un proteosoma nuclear[123] que se encarga de degradar varias proteinas
nucleares[124]. Para sustentar nuestra hipotesis decidimos buscar la presencia de la a-
DB1 ubiquitinada dentro del nacleo; la ubiquitinacion es una modificacion postraduccional
necesaria para que las proteinas sean reconocidas y degradadas por el
proteosoma[125]. De manera consistente, observamos la sefial de la a-DB1 ubiquitinada
en la fraccion nuclear, pero no en la fraccién citoplasmética. Estos datos plantean dos
escenarios: a) la proteina se degrada exclusivamente en el ndcleo y b) la proteina se
degrada también en el citoplasma, pero su decaimiento en este compartimento es
demasiado rapido para logra detectar la forma ubiquitinada. Experimentos de
fraccionamiento celular adicionales, empleando MG132 para bloquear el proteosoma y
hacer mas estable en el citoplasma la a-DB1 ubiquitinada son necesarios para resolver

esta incognita.

Es importante resaltar que la migracion de la a-DB1 ubiquitinada corresponde a una
proteina mono-ubiquitinada. Partiendo de la idea de que las proteinas que se degradan
por el proteosama presentan marcas de poli-ubiquitinacién, este resultado parecer
enigmatico. No obstante, estudios recientes han establecido que la mono-ubiquitinacion
es suficiente para que las proteinas sean reconocidas por el proteosoma, como es el
caso del precursor de NF-kB, p105 [126]; el factor de transcripcion Pax3 [127] y la a-
Sinucleina[128].

Por ultimo, la observacion de que la a-DB1 monoubiquitinada se encuentre en la fraccion
nuclear de las células tratadas solamente con el vehiculo de la LMB, sugiere que la
degradacion nuclear de la a-DB1 es un proceso natural que regula negativamente sus

niveles y de manera interesante, cuando existe una acumulacién nuclear anormal de la
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proteina el proceso se acelera para evitar oportunamente un desbalance en su cantidad

nuclear

Aunque no se ha demostrado que la acumulacién anormal de la a-DB1 esté relacionada
con alguna patologia o afecte la fisiologia de algun sistema celular, es plausible proponer
gue el exceso de la proteina en el nacleo podria altera la organizacion de la envoltura
nuclear, con base en estudios previos que han demostrado que las desregulaciones en
los niveles de diferentes proteinas de la envoltura nuclear alteran la arquitectura nuclear.
La sobreexpresion de la lamina B1 ocasiona la deslocalizacién y disminucion en los
niveles de LAP2 (lamin-Associated Polypeptide 2, por sus siglas en inglés) y altera la
importacion nuclear de la nucleoporina Nup153[129]. La sobreexpresion de la proteina
LUMA afecta la localizacion de la emerina (proteina integral de la MNI) [130] y causa la
acumulacion anormal de RAC1len el nucleo[131]. Finalmente, en nuestro grupo de
trabajo demostramos que la acumulacion nuclear anormal del 3-DG altera la morfologia
y funcion de la envoltura nuclear, por medio de la deslocalizacion y disminucién de los

niveles de las proteinas de envoltura nuclear, lAmina B1 y emerina [132].

De manera colectiva, nuestros resultados sugieren que los mecanismos de exportacion
nuclear y degradacién nuclear mediada por el proteosoma funcionan en conjunto para

mantener la homeostasis de la a-DB1 y de esta resguardar la fisiologia de la célula.
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10. CONCLUSIONES

La exportacion nuclear de la a-DB1 es mediada por la exportina CRM1, la cual reconoce
al menos dos NES en la secuencia de la proteina. La exportacion nuclear en combinacion
con el proteosoma nuclear restringe el contenido nuclear de la a-DG; no obstante, se
requieren estudios futuros para definir la relevancia fisiologica de la regulacién de los

niveles nucleares de la a-DB1.
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