CENTRO DE INVESTIGACION Y DE ESTUDIOS AVANZADOS
DEL INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL

UNIDAD ZACATENCO

DEPARTAMENTO DE GENETICA Y BIOLOGIA MOLECULAR

Cinvestayv

“Impacto de la ausencia de B-distroglicano sobre las

funciones de emerina”

Tesis que presenta:

Q.F.B. Jesus Mauricio Ernesto Hernandez Méndez

Para obtener el grado de:

Maestro en Ciencias

En la especialidad de:

Genética y Biologia Molecular

Director de Tesis:

Dr. Jaime Garcia Mena

Ciudad de México. Julio de 2018.



El presente trabajo se realizé en el Departamento de Genética y
Biologia Molecular del Centro de Investigacion y de Estudios
Avanzados del Instituto Politécnico Nacional (CINVESTAV-IPN).

Durante la realizacion del mismo, el estudiante Jesus Mauricio
Ernesto Hernandez Méndez fue apoyado como becario del Consejo
Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACYT) con el numero de
registro de CVU 701467.



DEDICATORIA

A mis padres, Jesus Guadalupe Hernandez Gutiérrez (Q.E.P.D.) y Arcenia Méndez
Camacho, por brindarme su apoyo que fue sumamente importante para mi desarrollo

personal y profesional, los quiero infinitamente.

A mi abuelita, Delfina Camacho Camacho, por darme todo su amor y cariio, te quiero

muchisimo.

A mis tios, Miguel Zavala, Elia Méndez, Urbanita Méndez, Olga Méndez, Rene Ortiz,
Maria Elisa Hernandez y Genaro Méndez, por apoyarnos a mi mamay a mi en todo,
sé que podremos contar con ustedes y sin lugar a duda, ustedes podran contar con

nosotros en todo. Los quiero mucho.

A mis primos, Paty, Luis Javier, Alejandra, Lucy, Marcela, René, Alonso, Luis Antonio
y Genaro, por brindarme todo su carifio y apoyo, darme consejos y escucharme en

todo lo que necesité, los quiero mucho, siempre estaré para ustedes.

A mis sobrinos, Ana Patricia, Aylin, Abril, Manuel, Mercedes y Mateo, porque a pesar
de que los moleste siempre saben que los quiero mucho, no olviden esforzarse para

cumplir sus metas y poder salir adelante.

Al resto de mi familia, por apoyarme en todo lo que me propuse y por ayudarme a

cumplir mis metas.



AGRADECIMIENTOS

Al Dr. Jaime Garcia Mena, por elegirme como su alumno, por sSus consejos, y por

guiarme a lo largo de la maestria.

Al Dr. Bulmaro Cisneros Vega, por permitirme pertenecer a su grupo de trabajo, por todos
los consejos, y sobre todo por lo mas importante, los regafios, que son vitales para

mejorar en todos los aspectos.

Al Dr. José Efrain Garrido Guerrero, por sus asesorias, sugerencias y comentarios para

el desarrollo de este trabajo.

A la M.C. Wendy Lilidn Gémez Monsivais, por ser mi mentora en el laboratorio, por

ayudarme y por ser paciente conmigo, sin tu apoyo nada hubiera sido posible.

Al biélogo Jesus Pablo Gomez Islas, a Victor Tapia y a Verdnica Tapia, por su valioso
apoyo técnico, que fueron sumamente importantes para el desarrollo del presente

trabajo.

A mis compafieros de generacion: Carlos, Alex Ramirez, Fabi, Esteban, Rubén, Pech,
Kar, Evelyn, Sergio, Pablo, Mateo, Honorio, Cuervo, Maria Elena, etc., porque sin su

compaiiia los cursos hubieran sido de lo mas tediosos y aburridos, los aprecio mucho.

A mis compafieros de laboratorio: Elianeth, Ari, JDD, Pau, Gris, lan, Nely, Ivan, Chano,
Adriana, Elizabeth y Ricardo, por su apoyo, dado que ayudaron directa e indirectamente

al desarrollo de este trabajo.

A mis amigos del CINVESTAV: Alex Gonzalez, Mayram, Sandy, César, Lalo, Rodrigo,
Pablo, Salma, Isis, Ulises, Rosario, Karen, Marilyn, Cristi, por su apoyo, consejos y sin
lugar a dudas por todas las fiestas que disminuian el estrés que produce el trabajo en el

laboratorio, los quiero mucho.



CONTENIDO

a > w N

RS UM BN, .. e 7
Y 01 1 =T 8
T 10T [0 o1 o ] o 1RO PUPSRRR 9
1.1 El Complejo de Proteinas Asociadas a Distrofina (DAPC).........cccoeiviiiiiiiennne. 9
1.2 LOS DiStrogliCaNOS. . .. ..ttt 10
1.3 EIB-distroglicano NUCIEAY .........ceeie e 12
1.4 LaenvoRUra NUCIEAT. ... e eee e 13
0 T I T = 1 = 4= PP 14
Y 1= o =T (=] (= 17
B 11 13 o= Vo o1 o 24
HID O B SIS .o it e 24
OB BLIVOS. .. ————————— 25
ST A T = | 25
B2 ESPECIICOS. o it 25
1Y o0 L= To B0 L= =T T [ 26
Estrategia eXperimental..............euiiii i 27
ODJEEIVO L. et 27
ODJELIVO 2. e 28
O BTV 3.t 29
MaterialeS Y METOUOS. ... ..eeiiiiiiiiie et e e 30
8.1 CUIIVO CIUIAN. ...t e a e 30
8.2 Extraccion de proteinas totales.........o.veiiiiiii e 30
8.3 Cuantificacion de proteinas totales mediante el método de Bradford................ 30

8.4 Electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones reductoras (SDS-

P A GE). .. et 31
8.5 Inmunodeteccion en fase sOlida..........ccovveiiiiiii 31
8.6 Inmunofluorescencia INAIreCta. ..........o.vieiiiii e 32
8.7 Doble inmunofluorescenciaindirecta...............coooiiiiiiiiiii e 33
8.8 Bacterias COmMPetENtES. .. ..o 34
8.9 Extraccion de DNA plasmidico a gran escala (midiprep).........ccooevevivienenennnn.. 34
8.10 Transfeccion de celulas C2CL12........ouiuiiiiiii e 35
RESURAUOS. .. .ot 36



10.
11.
12.
13.

9.1 Caracterizacion de las células nulas para Distroglicano (KO-DG1).................. 36

9.2 Distribucién subcelular y expresion de emerina en células KO-DGL................. 36
9.3 Andlisis de las funciones de emerina en las células KO-DG1...............c.ccocueee. 38
DS CUSION. .ttt et 43
L0} o Tod 11 1= [0 1= L 45
PerSPECHIVAS. ... 45
Referencias bibliograficas. ..o 46



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Modelo del complejo DAPC. ... e 9
Figura 2. Dominios del B-distroglicano (B-DG)...........oiiiiiiiiiii e 12
Figura 3. Esquemade laenvoltura NUCIear. ..o 14
Figura 4. Interaccion de emerina con la Ccromatina.............c.ouveiiiiiiiniee e 15
Figura 5. Co-localizacion del 3-DG CON €METINA.........ocoiiuiiieiiiae e 17
Figura 6. Interaccion in vivo del -DG con proteinas de envoltura nuclear.......................... 18
Figura 7. Interaccion directa del B-DG con laemerina............cocoviiiiiiiiiiiiiiiieeae 18
Figura 8. La disminucion del B-DG altera la distribucién de laemerina............................. 19
Figura 9. Interaccion del dominio transmembranal de -DG (TMBDG) con la emerina.......... 20
Figura 10. Interaccion del TM del BDG con la emerina en células vivas....................c........ 21
Figura 11. La deficiencia de B-DG afecta funciones asociadas a la envoltura nuclear......... 22
Figura 12. Componentes del sistema CRISPR-Cas9...........cccooiiiiiiiiiiic e, 23
Figura 13. Las células KO-DG1 noexpresan alB-DG..........coooiiiiiiiiiiiiiiiic e, 36
Figura 14. Las células KO-DG1 exhiben disminucién en la sefial de fluorescencia
COrESPONAIENTE @ BMEIINA. ...t e e ea e 37
Figura 15. Disminucién significativa en los niveles de emerina en las células KO-DG1........ 38
Figura 16. Las células KO-DG1 presentan nucleos deformes............cccooiiiiiiiiiiiian.n. 39

Figura 17. Las células KO-DGL1 presentan valores de morfometria nuclear significativamente
diferente alas CElulas SilVESIres. .........c.oiiiiii e, 40
Figura 18. Los centrosomas de las células KO-DG1 estdn anormalmente separados de la
L= o] 7= Vg T= W 0 o3 =T o 41

Figura 19. Las células KO-DG1 contienen un niumero anormal de centrosomas................ 42



RESUMEN

El B-distroglicano (B-DG) es una proteina de membrana plasméatica que pertenece al
Complejo de Proteinas Asociadas a Distrofina (DAPC, por sus siglas en inglés).
Previamente nuestro grupo de trabajo demostré que el B-DG se trasporta al nacleo
mediante el reconocimiento de su Sefial de Localizacion Nuclear (NLS, por sus siglas
en inglés), por el sistema de importinas a2/B1. El 3-DG nuclear esté involucrado en
el mantenimiento de la estructura del ndcleo mediante su interaccion con la emerina
y las laminas A/C y B1. La emerina es una proteina de membrana nuclear interna
involucrada en la morfologia nuclear, la miogénesis y la proliferacién celular. En este
estudio, analizamos el impacto de la deficiencia del B-DG sobre las funciones de
emerina, utilizando una clona de la linea muscular de raton C2C12 nula para la
expresion del B-DG, la cual se obtuvo mediante el sistema CRISPR-Cas9. En este
estudio demostramos mediante ensayos de inmunofluorescencia indirecta y western
blot que la ausencia del B-DG provoca la deslocalizacién de la emerina de la
membrana nuclear interna hacia el nicleoplasma y la disminuciéon de sus niveles
proteicos, respectivamente. Asi mismo observamos que las células nulas para el B-
DG contienen nucleos con morfologia aberrante y centrosomas separados de la
envoltura nuclear y en un nimero anormalmente alto. En su conjunto nuestros
resultados sugieren que el B-DG ayuda a mantener la localizacion de la emerina en
la envoltura nuclear y de esta manera mantiene la estabilidad de esta proteina y su

correcto funcionamiento.



ABSTRACT

B-dystroglycan (B-DG) is a plasma membrane protein that belongs to the Dystrophin-
Associated Protein Complex (DAPC). Previously, our working group demonstrated
that the B-DG is transported to the nucleus through the recognition of its nuclear
localization signal (NLS), by the importins system a2/B1. Nuclear 3-DG is involved in
the maintenance of nuclear envelope structure through its interaction with emerin and
lamins A/C and B1. Emerin is an inner nuclear membrane protein involved in nuclear
morphology, myogenesis and cell proliferation. In this study, we analyzed the impact
of the deficiency of the DG-system on emerin function, using a CRISPR-Cas9 system.
We demonstrated by indirect immunofluorescence and western blot assays that the
absence of B-DG caused de delocalization of emerin of the inner nuclear membrane
towards the nucleus and the decrease of its protein levels, respectively. We also
observe that the cells are for the nucleus BDG-contains nuclei with aberrant
morphology and centrosomes separated from the nuclear envelope and in an
abnormally high number. As a whole, our results suggest that 3-DG helps to maintain
the localization of the emerin in the nuclear envelope and, in this way, maintains

stability and proper functioning.



1. INTRODUCCION

1.1 El Complejo de Proteinas Asociadas a Distrofina (DAPC)

Las proteinas que se asocian a la Distrofina forman un complejo denominado DAPC
(Dystrophin Associated Protein Complex, por sus siglas en inglés), compuesto por
proteinas citoplasmaticas (a-distrobrevina, a1- y B1-sintrofinas y nNOS), proteinas
transmembranales (B-distroglicano, a-, B-, y-, y &-sarcoglicanos, caveloina 3 y
sarcospan) y proteinas extracelulares (a-distroglicano y laminina). El complejo DAPC
es critico para la integridad de las fibras musculares, dado que permite la
comunicacién entre la matriz extracelular y el citoesqueleto, dando asi estabilidad al
sarcolema (Michele & Campbell, 2003; Davies & Nowak, 2006; Haenggi & Fritschy,
2006; Sciandra, et al, 2007; Gonzélez-Ramirez, et al, 2008, Bozzi, et al, 2009). (Fig.
1)
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Figura 1. Modelo del complejo DAPC (modificado de Gao & MacNally, 2015).



La integridad de los componentes del DAPC es fundamental para la estabilidad
estructural de las fibras musculares, ya que les confiere proteccion durante la
contraccion y relajacion muscular (Sciandra, et al, 2007). Se cree que el DAPC puede
participar en la sefalizacion transmembranal debido a que algunos mecanismos de
muerte celular se deben a mutaciones en los genes que codifican para las proteinas
del DAPC, lo cual esta relacionado con la interrupcion de algunas vias de
sobrevivencia celular y mecanismos de defensa (Langenbach & Rando, 2002). Se
ha encontrado que algunos miembros del DAPC se asocian con moléculas con
dominios SH3, como Grb2 (Russo, et al, 2000; Oak, et al, 2001) y moléculas con
dominios PDZ, como la sintetasa del 6xido nitrico neural, nNOS, (Brenman, et al,
1995).

La distrofina esta codificada por el gen DMD, el cual al sufrir mutaciones causa
Distrofia Muscular de Duchenne (DMD). La pérdida de la funcién de la distrofina
provoca desestabilizacion del DAPC, lo que a su vez dafia la integridad del sarcolema
durante la contraccion muscular. La distrofina comunica el citoesqueleto con la matriz
extracelular mediante su unién con la actina y los distroglicanos; el a-distroglicano
interacciona con las proteinas de matriz extracelular agrina y laminina,
proporcionando asi estabilidad al sarcolema (Darras, et al, 1988; lbraghimov-

Beskrovnaya, et al, 1992; Gonzalez-Ramirez, et al, 2008).

1.2 Los distroglicanos

El distroglicano es el componente principal del DAPC, es un receptor de membrana
gue une la matriz extracelular con el citoesqueleto, es codificado por el gen DAG1
localizado en el cromosoma 3p21. Este gen da lugar a un transcrito de 5.8 kb, que
genera un pro-péptido de 97 kDa constituido por 895 residuos aminoacidos
(Sciandra, et al, 2007). Dicho pro-péptido sufre un corte proteolitico en la serina 654
para originar dos subunidades: el a-distroglicano, una glicoproteina periférica
extracelular y el B-distroglicano, una glicoproteina integral de membrana; ambas

proteinas permanecen unidas entre si de forma no covalente en el sarcolema (Henry
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& Campbell, 1996; Di Stasio, et al, 1999; Winder, 2001; Barresi & Campbell, 2006;
Bozzi, et al, 2009).

El B-distroglicano (B-DG) es una proteina de 43 kDa, que interacciona
extracelularmente con el a-DG e intracelularmente con la distrofina, la cual a su vez
interacciona con el citoesqueleto de actina (Barresi & Campbell, 2006; Bozzi, et al,
2009). El B-DG esta constituido por un dominio amino-terminal extracelular que
comprende los aminoacidos 654-751, un dominio transmembranal que comprende
los aminoacidos 752-777 y un dominio carboxilo-terminal citoplasmatico que
comprende los aminoacidos 778-895. En el dominio C-terminal se localiza la
secuencia de localizacion nuclear (NLS), que permite su importacién al nacleo a
través de las importinas (Lara-Chacédn, et al, 2010) y que ademas interacciona con
ezrina para mediar la remodelacion del citoesqueleto e inducir la formacion de
filopodias y microvellosidades (Spence, et al, 2004; Batchelor, et al, 2007); y el motivo
PPxY, mediante el cual se asocia directamente con proteinas que contienen el
dominio WW, como la distrofina y la utrofina (Chung & Campbell, 1999) (Fig. 2). La
participacion de B-DG en la adhesion depende de su fosforilacién en la tirosina 492
por medio de cinasas de la familia Src (James, et al, 2000; lisley, et al, 2001; Sotgia,
et al, 2001). Ademas, mediante su interaccién con las integrinas, el B-DG esta
implicado en la dindmica de las adhesiones celulares en mioblastos: modulando su

anclaje, motilidad y migracion (Moore & Winder, 2010; Thompson et al, 2010).
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Figura 2. Dominios del B-distroglicano (Hernandez José, tesis de maestria, 2008).

1.3 El B-distroglicano nuclear

Como se mencionod en el apartado anterior, el 3-DG posee una sefial de localizacién
nuclear (NLS) en su extremo C-terminal, que media su ingreso al nicleo dependiente
de importinas (Lara-Chacén, et al, 2010). Hace algunos afios nuestro grupo de
investigacion reporto la presencia de B-distroglicano en el nacleo de diferentes lineas
celulares, incluyendo las células HelLa (Fuentes-Mera, et al, 2006), C2C12
(Gonzélez-Ramirez, et al, 2008) y PC12 (Villarreal-Silva, et al, 2010). Ademas, se
reporté que el B-distroglicano forma un complejo DAPC en el nlcleo de células Hela,
con la distrofina, el B-sarcoglicano, las sintrofinas a y B, las distrobrevinas aly B, y
nNOS (Fuentes-Mera, et al, 2006).

Mediante ensayos de inmunofluorescencia acoplada a microscopia confocal en
células C2C12 se demostré que el B-distroglicano co-localiza con proteinas de la
envoltura nuclear, como la lamina A/C, la lamina Bl y la emerina, asi como con
proteinas marcadoras de cuerpos de Cajal (p80-coilina), cuerpos de splicing (SC35)

y nucléolos (Noppl40). Ademas, mediante ensayos de inmunoprecipitacién con
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extractos de proteinas nucleares se confirmo la asociacion de 3-DG con las proteinas
mencionadas arriba, o que confirma que el B-DG también reside en la envoltura
nuclear y los nucléolos. Asimismo, la disminucién de la expresién de B-DG, mediante
el uso de un siRNA (small interference RNA, por sus siglas en inglés) dirigido contra
su mRNA afecta los niveles proteicos de emerina, ldmina B1 y Nopp140 (Martinez-
Vieyra, et al, 2013), lo que indica que la interaccidén del B-DG con estas proteinas es

funcionalmente relevante para estos compartimentos nucleares.

1.4 La envoltura nuclear

La envoltura nuclear es un compartimento localizado en la periferia nuclear que
permite la comunicacion entre el ndcleo y el citoplasma. Se compone de las
membranas nucleares externa e interna, los complejos de poros nucleares (NPCs) y
la lAmina nuclear. La comunicacién molecular entre los dos compartimentos se lleva
a cabo exclusivamente por los NPCs. La membrana nuclear externa es una
continuacion del reticulo endoplasmico y la membrana nuclear interna esta separada
de la externa por un espacio perinuclear (Gerace & Huber, 2012). La lamina nuclear
es una red filamentosa compuesta por las laminas de tipo Ay B, y se localiza en la
parte interna de la membrana nuclear interna (Aebi, et al, 1986; Goldman, et al, 1986;
McKeon, et al, 1986; Dechat, et al, 2008). La lamina nuclear se une con proteinas de
la membrana interna, las que a su vez se asocian con la cromatina; el conjunto de

estas interacciones da estabilidad a la envoltura nuclear (Fiserova & Goldberg, 2010)
(Fig. 3).
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Figura 3. Esquema de la envoltura nuclear (modificado de Howard, J. et al, 2009).

1.5 La emerina

La emerina es una proteina integral de membrana nuclear interna codificada por el
gen EMD, que consiste de 6 exones y 5 entrones y se localiza en el cromosoma X.
La emerina pesa 34 kDa (Manilal, et al, 1996; Bengtsoon & Wilson, 2004), y esta
compuesta por 254 aminoacidos, de los cuales los primeros 220 forman el dominio
amino terminal, enseguida se localizan 23 aminoacidos que forman el dominio
transmembranal y 11 aminoacidos que formal el dominio carboxilo terminal (Ellis, et
al, 1998; Ostlund, et al, 1999). Esta proteina pertenece a la familia de las proteinas
nucleares con dominio LEM (llamado asi por la letra inicial de las tres proteinas que
contienen este dominio: LAP-Emerina-MAN), dicho dominio que consta de
aproximadamente 40 residuos aminoacidicos se une a BAF (Barrier-to-
autointegration factor), la que a su vez interactda con la cromatina para formar una
unidn fisica entre la envoltura nuclear y la cromatina (Fig. 4) (Bengtsson & Wilson,
2004; Holaska & Wilson, 2006; Wagner & Krohne, 2007). La emerina se une con una
serie de reguladores transcripcionales, incluyendo GCL (Holaska, 2002), Btf
(Haraguchi, 2004), Lmo7 (Holaska, et al, 2006), B-catenina (Markiewicz, et al, 2006)
y BAF (Lee, et al, 2001), para modular la expresion de sus genes blanco. La emerina
también se une al factor de empalme YT521-B (Wilkinson, et al, 2003). Dentro de su

papel de apoyo en la regulacion de la expresion génica, se ha demostrado que la
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emerina regula genes de musculo esquelético y cardiaco (Bakay, et al, 2006; Melcon,
et al, 2006; Koch & Holaska, 2012).

' , meri
Emgnna Nesprina 1a Emerina Nesﬁpnna 1a

MIN

Figura 4. Interaccién de la emerina
con la cromatina. La emerina
interacciona con la romatina
mediante la uniébn de su dominio
LEM con el factor BAF (modificado
de Bengtsson & Wilson, 2004).

Se ha demostrado que la emerina se une con las laminas de tipo A y B, las cuales
estan ancladas a la membrana nuclear interna (Manilal, 1998; Clements, 2000);
ademas, se ha observado que la ausencia de la ldmina A deslocaliza la emerina,
cambiando su ubicacion de la membrana nuclear interna al citoplasma y reticulo
endoplasmico (Sullivan, et al, 1999). La emerina tiene la capacidad de interactuar
con la actina nuclear, la cual es importante para la arquitectura nuclear. Se ha
observado que una mutacién puntual en la emerina (Q133H) es suficiente para que
se pierda su interaccion con actina y causar EDMD (Holaska, et al, 2004), por lo que
se considera que la pérdida de asociacion es parte del mecanismo molecular que
conlleva al desarrollo de EDMD (Holaska & Wilson, 2006). Otra proteina del nucleo-
esqueleto con la que posiblemente interactia emerina, es la espectrina, lo que indica
gue la emerina podria estar anclando a la red de actina-espectrina en la membrana

nuclear interna (Holaska, et al, 2004).
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La distrofia muscular de Emery-Dreifuss (EDMD, por sus siglas en inglés Emery-
Dreifuss Muscular Muscular Dystrophy) es una enfermedad recesiva ligada al
cromosoma X que se origina por mutaciones del gen EMD; mientras que la variante
de la EDMD que se hereda de forma autosdmica dominante se presenta debido a
mutaciones en el gen LMNA, el cual codifica para las laminas A/C (Bione, et al, 1994;
Bonne, et al, 1999). La EDMD se caracteriza por contracturas tempranas en codos,
tenddn de Aquiles y musculos poscervicales, atrofia y debilidad muscular progresiva
y fallas cardiacas, que conllevan a una muerte temprana (Emery & Dreifuss, 1966;
Emery, 1989; Bione, et al, 1994).

La proteina de membrana nuclear interna MAN1 presenta regiones homologas a las
de emerina, incluyendo el dominio LEM, por lo que al igual que emerina puede unirse
con BAF y a reguladores transcripcionales como Btf y GCL. Ademés, se ha
comprobado que MAN1 y emerina interaccionan (Mansharamani & Wilson, 2005), lo

gue sugiere que podrian formar un complejo funcional in vivo.

Interesantemente se ha encontrado que la proteina 4.1 que pesa ~80 kDa, es crucial
para estabilizar las interacciones espectrina-actina y permitir asi la union del
citoesqueleto con la membrana plasmatica en los eritrocitos. Defectos en esta
proteina alteran la forma de los eritrocitos. Mediante co-inmunoprecipitacién se
comprobo que 4.1R co-localiza parcialmente con emerina en fibroblastos humanos y
murinos y que células deficientes en la expresion de 4.1R presentan una morfologia
nuclear alterada. Con lo cual se concluye gue la interaccion emerina-4.1R es de vital

importancia para la morfologia nuclear (Meyer, et al, 2011).
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2. ANTECEDENTES

El B-distroglicano (3-DG) es una proteina de membrana plasmatica; sin embargo, en
nuestro grupo de trabajo se encontrd en el ndcleo de diferentes lineas celulares, entre
ellas las células HelLa (Fuentes-Mera, et al, 2006), C2C12 (Gonzéalez-Ramirez, et al,
2008) y PC12 (Villareal-Silva, et al, 2010). Estudios previos en nuestro laboratorio
han mostrado mediante ensayos de inmunofluorescencia indirecta que el B-
distroglicano co-localiza con la emerina en la envoltura nuclear de las células C2C12
(Martinez-Vieyra, et al, 2013) (Fig. 5).

rstroglycan DAPI Merge

R ...-

Figura 5. Co-localizacién de B-distroglicano con emerina. Las células C2C12 fueron
fijadas sobre cubreobjetos de vidrio y se sometieron a una doble tincién para visualizar el 8-
DG (rojo) y la emerina (verde). Las células se contra-tifieron con DAPI (azul) para la
observacion de los nlcleos y las preparaciones se analizaron por microscopia confocal. El
B-distroglicano se detecto en el citoplasma y en la envoltura nuclear, donde co-localiza con
emerina (flechas). Escala 5 ym.

Para demostrar si estas dos proteinas interaccionan en células vivas, se realizaron
ensayos de inmunoprecipitacion con un anticuerpo dirigido contra el B-distroglicano.
Las proteinas de envoltura nuclear lamina A/C, lamina Bl y emerina co-
inmunoprecipitan con B-distroglicano (Fig. 6A), mientras que los inmunoprecipitados
obtenidos con los anticuerpos dirigidos contra lamina B1, lamina A/C y emerina
también contienen al B-distroglicano (Fig. 6B) (Martinez-Vieyra, et al, 2013). En
conclusién, estos resultados indican que el B-distroglicano se asocia con diferentes

proteinas de envoltura nuclear.
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Figura 6. Interaccién in vivo de B-distroglicano con proteinas de envoltura nuclear. (A)
Se realizaron ensayos de inmunoprecipitacion usando extractos nucleares de células C2C12
y anticuerpos dirigidos contra B-distroglicano; las proteinas inmunoprecipitadas se revelaron
mediante inmunodeteccion en fase sélida con anticuerpos dirigidos contra la lamina A/C, la
lamina B1 o emerina. (B) De manera complementaria, se realizaron inmunoprecipitaciones
con anticuerpos contra las proteinas de envoltura nuclear y se revelaron con un anticuerpo
anti-B-distroglicano.

Con la finalidad de comprobar si la interaccion entre el B-distroglicano y la emerina
es directa se realizaron ensayos de interaccion in vitro, utilizando un sistema
bacteriano para producir el B-distroglicano unido a la enzima glutation S-transferasa
(GST) y un sistema de transcripcidon-traduccion libre de células para sintetizar
emerina. Mediante ensayos pull down se evidencié que estas proteinas interaccionan

directamente (Azuara-Medina, resultados no publicados) (Fig. 7).

Input
GST
GST-BDG

Figura 7. Interaccién directa del B-distroglicano con la
emerina. Se realizaron ensayos pull down empleando la
proteina de fusion GST-B-DG y la emerina generada en un
sistema de transcripcion-traduccién libre de células. Se
utilizaron los vectores pGEX-4T1 y pSG5 para la
generacion de GST-BDG y emerina-S* respectivamente.
La autorradiografia muestra la interaccién de emerina con
GST-BDG, pero no con GST sola. El carril marcado como ~ Emerina-*s —> — -
input corresponde al 10% de la emerina utilizada en los

ensayos de pull down.
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Con el propdsito de evidenciar si la interaccion del B-distroglicano con la emerina es
biolégicamente relevante, se utiliz6 un RNA interferente (RNAI) dirigido contra el
MRNA del B-DG y se analizo el efecto de la disminucién de la expresion del B-DG
sobre la localizacion y niveles de emerina en las células C2C12. Las figuras 8A 'y B
muestran que el tratamiento con el RNAIi disminuyd los niveles proteicos de 3-DG,
no asi con el RNA interferente irrelevante. En la figura 8C se observa que las células
deficientes en la expresion del B-DG mostraron deslocalizacion de emerina de la
envoltura nuclear, asi como una baja sefial de fluorescencia correspondiente a esta
proteina (Martinez-Vieyra, et al, 2013) (Fig. 8). Estos resultados indican que el B-DG

se requiere para la correcta localizacién de emerina en la membrana nuclear.

Control RNA:
&
pdystroglycan [N
Dystroglycan RNA:
GAPDH — 30
S — —

C Control RN A Dystrogiycan RNA

Figura 8. La disminucion del B-DG altera la distribucién de la emerina. Las células
C2C12 fueron transfectadas con un vector que expresa un RNA interferente (RNAI)
irrelevante o uno dirigido contra el mRNA del DG. (A) Después de 72 horas las células fueron
inmunotefidas con para observar el B-DG. Las células tratadas con el RNAIi presentaron
disminucion en los niveles de fluorescencia del 3-DG. (B) Por inmunodeteccion en fase sélida
se observo la disminucion de los niveles del B-DG en las células transfectadas con el RNAI
contra DG. (C) Las células transfectadas fueron identificadas por la fluorescencia de GFP
(verde); en las células control se observa la localizacién correcta de emerina, mientras que
en las células knock-down para el B-DG se observa deslocalizaciéon de emerina hacia el
citoplasma (flechas). Escala 5 ym.
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Con la finalidad de conocer que dominio del B-DG interacciona con emerina se
realizaron ensayos tipo pull down, en donde se utilizaron construcciones que
expresan los diferentes dominios del B-DG fusionados a GST, y posteriormente se
pusieron a interaccionar con emerina. De manera interesante se observo que tanto
el B-DG completo como su dominio amino-terminal (NHBDG) interaccionan con la
emerina, mientras que el dominio carboxilo-terminal (COOBDG) y GST sola no se le
unen. Posteriormente, la regidn amino-terminal (NHBDG) se dividi6 en dos
subdominios: el ectodominio y la region transmembranal, con la finalidad de delimitar
la regidn especifica del B-DG que media la interaccion con la emerina. Se demostré
que la interaccion del B-DG con la emerina se da por medio de su dominio

transmembranal (Gémez-Monsivais, datos no publicados) (Fig. 9).

Emerina-[*°S]

Input
GST
GST-BDG
GST
COOBDG
GST
NHBDG
GST
EdpDG
GST
TMBDG

Emerina-[""S] —— - G

Figura 9. Interaccién del dominio transmembranal de B-DG (TMBDG) con la emerina.
En la autorradiografia se observa que la proteina recombinante TMBDG interacciona
directamente con emerina. Como control negativo se utiliz6 GST, el input corresponde al
10% de la emerina utilizada para la interaccion.

20



Posteriormente para corroborar si lo observado in vitro sucede también en células
vivas, se realizaron ensayos de GFP-Trap. Los extractos de células C2C12
transfectadas con GFP, GFP-TMNLS o GFP-BDG se pusieron a interaccionar con
perlas de agarosa unidas a un anticuerpo que reconoce GFP; de esta manera se
rescataron las proteinas celulares que se unen con las proteinas de fusion. Dada la
ventaja de utilizar células intactas se mantiene el ambiente de membrana necesario
para llevar a cabo esta interaccién. Se observé que el GFP (control negativo) no se
asocia con la emerina mientras que las proteinas de fusion GFP-B-DG (control
positivo) y GFP-TMNLSBDG (dominio transmembranal del B-DG unido a GFP) si
presentaron interaccion (Gémez-Monsivais, datos no publicados) (Fig. 10), indicando

gue dicho dominio es suficiente para la interaccion con emerina.

GFP-TMNLSBDG
GFP-BDG
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Figura 10. Interacciéon del dominio transmembranal del B-DG con la emerina en células
vivas. Se llevaron a cabo ensayos tipo GFP-Trap utilizando extractos totales de células
C2C12 transfectadas con GFP (control negativo), GFP-TMNLSBDG o GFP-BDG (control
positivo). Los resultados indican que el dominio transmembranal del $-DG interacciona
directamente con la emerina en células intactas. FNU (fraccion no unida); input corresponde
a un 10% del extracto total.
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Una de las funciones que lleva a cabo emerina, es mantener la union de los
centrosomas a la membrana nuclear externa (Salpingidou, et al, 2007).
Interesantemente, la disminucion de los niveles de expresion del B-DG provoca un
aumento en la distancia entre el centrosoma y la membrana nuclear externa (Fig.
11). Este resultado indica que existe una relacion funcional entre la emerina y el 3-
DG y que esta ultima podria participar en diversos procesos realizados por la
envoltura nuclear (Martinez-Vieyra, et al, 2013).
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Figura 11. La deficiencia de B-DG afecta funciones asociadas a la envoltura nuclear.
Las células se tifieron con DAPI (azul) y con anti-y-tubulina (rojo) para decorar los nucleos y
los centrosomas respectivamente. Se muestra la posicion del centrosoma en las células
control y tratadas con el RNAI dirigido contra el DG. Las lineas blancas indican la distancia
entre el nlcleo y el centrosoma. La grafica de la derecha muestra la media + desviacion
estandar (SD) de tres experimentos independientes, en cada experimento se analizaron 200
células. La distancia entre el nicleo y el centrosoma aumenta en las células deficientes para
el B-DG.

Con la finalidad de profundizar sobe las funciones del 3-DG en el nicleo, nuestro
laboratorio desarrollo una linea celular derivada de las células C2C12 que no expresa
el gen DAG1. mediante el uso del sistema CRISPR-Cas (Mondragon-Gonzalez,
datos no publicados). Este sistema de edicion genética consta de dos componentes:
la nucleasa Cas9 y un RNA guia quimérico (sgRNA), que permite la introduccion de
rupturas especificas en el DNA de doble cadena (DSBs), lo que se aprovecha para
la edicion de genes especificos. La precision de la nucleasa Cas9 se logra mediante

la secuencia de 20 nucleotidos del protoespaciador del sgRNA, la cual reconoce el
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sito blanco para el apareamiento posterior de las bases. La Unica restriccion de este
sistema es el requerimiento de un motivo (PAM) que debe estar adyacente al sitio de
union de la secuencia del protoespaciador guia con el sitio blanco (Nodvig, et al,
2015) (Fig. 12).

sgRNA (RNA guia)

Secuenciagenémica
especlficadel sgRNA

DNA genémico

PAM (5-NGG-3')

Nucleasa Cas9

DNA gendémico

Ruptura sitio-especifica
de DNA de doble cadena

Figura 12. Componentes del sistema CRISPR-Cas9. La nucleasa Cas9 (representada en
morado) guiada por el RNA guia quimérico (sgRNA) escinde especificamente una secuencia
gendmica blanco. Las secciones del protoespaciador y el andamio del sgRNA estan
representadas en verde y naranja, respectivamente. Las bases del protoespaciador se une
a la cadena complementaria de la secuencia diana para formar un bucle (D-loop). La escision
eficiente depende de la presencia de la secuencia PAM de 3 pb en la secuencia blanco, la
cual estd situada rio abajo de la region apareada al protoespaciador, representada en color
rojo. La escision de extremos romos ocurre entre las bases situadas entre 3 y 5 pb rio arriba
de la secuencia PAM, como se indica mediante las tijeras.
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3. JUSTIFICACION

Previamente se ha establecido que el B-DG interacciona con la emerina; por lo tanto,
consideramos importante analizar la expresion, distribucién subcelular y funciones

de la emerina en células nulas para el Distroglicano.

4. HIPOTESIS

La emerina requiere interaccionar con B-distroglicano para ejercer sus funciones

nucleares.

24



5. OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GENERAL

Analizar el impacto de la ausencia de (-distroglicano sobre las funciones de emerina.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Analizar la expresion y distribucion subcelular de la emerina en las células
nulas para el distroglicano.

2. Analizar las funciones de emerina en las células nulas para el distroglicano.

3. Analizar si la expresion exdgena del B-DG restablece las funciones de la

emerina en las células nulas para el distroglicano.
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6. MODELO DE ESTUDIO

Se utilizé la linea de mioblastos de raton C2C12, dado que las proteinas del Complejo
de Proteinas Asociadas a Distrofina han sido ampliamente estudiadas en este
modelo de estudio. Ademas, se utilizé una clona de la linea celular C2C12 que es
nula para la expresion del distroglicano, la cual se gener6 mediante el sistema
CRISPR-Cas9 (KO-DG1).
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7. DIAGRAMA EXPERIMENTAL

Objetivo 1. Analizar la expresion y distribucion su celular de la emerina en las células

nulas para el distroglicano.

N " Lo BN
C2C12 nulos para DG

Analisis de la distribucion Analisis de la expresion
subcelular de emerina de emerina

4 4

Inmunofluorescencia Western blot
indirecta acoplada a
Microscopia confocal
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Objetivo 2. Analizar las funciones de la emerina en las células nulas para el
distroglicano.

‘q‘ '//{‘g.\ D | ..%
C2C12 nulos para DG

Analisis de la
morfologia nuclear

4

Analisis de la distancia
nucleo-centrosoma

4

Inmunofluorescencia Inmunofluorescencia
indirecta acoplada a indirecta acoplada a
Microscopia confocal Microscopia confocal
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Objetivo 3. Analizar si la expresion exdgena del B-DG restablece las funciones de la

emerina en las células nulas para el distroglicano.

Cultivo celular

N ; mssssm————) |  Transfeccién de
- Jﬂ v GFP-pDG
= a_:r ok
C2(:12 nulos Pamf/ l \
Andlisis de la merfoelogia nuclear y Andlisis de la expresion Analisis de la distancia
distribucion subcelular de emerina de emerina nicleoc-centrosoma
Inmunofluorescencia Western blot Inmunofluorascencia
indirecta acoplada a indirecta acoplada a
Microscopia confocal Microscopia confocal
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8. MATERIALES Y METODOS

8.1 Cultivo celular

Las células C2C12 se cultivaron en el medio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM),
suplementado con 10% de suero fetal bovino, 50 U/ml de penicilina y 50 pg/ml de
estreptomicina; las células se incubaron a 37°C en atmdsfera himeda con 5% de
CO:a.

8.2 Extraccién de proteinas totales

Las células C2C12 sembradas en cajas de 60 mm a una confluencia de 80% se
lavaron tres veces con 1 ml de PBS, se recolectaron con gendarme, se colocaron en
un microtubo de 1.5 mly la mezcla se centrifugd a 10’000 rpm por 5 minutos a 4°C;
se descartd el sobrenadante y la pastilla se resuspendié en 100 ul de la solucion
amortiguadora de lisis (50 mM de Tris-HCI pH 8.0, 150 mM de NacCl, 0.38% de EGTA,
5 mM de EDTA, 1% de Tritén X-100, 0.1% de SDS, 2 mM de NasVOs4, 25 mM de
NaF, 10 mM de NazMoOa4, 0.5% de C24H3sNaO4,1 mM de PMSF y 1x del coctel de
proteasas Complete-Roche®) y se dejoé reposar 10 minutos en hielo. Para finalizar la
lisis celular, se utilizé el sonicador Soniprep 150 (marca SANYO®) a 4 micrones
durante 10 segundos 3 veces con descansos entre cada ciclo de 15 segundos. Para
la eliminacion de restos celulares, la suspensidn se centrifugd a 10’000 rpm durante
3 minutos, se recuperd el sobrenadante (en donde se encuentran las proteinas

totales) y se colocé en un microtubo de 1.5 ml limpio.

8.3 Cuantificacion de proteinas mediante el método de Bradford

A partir de una solucién de albumina de suero bovino (BSA) a una concentracion de
1 ug/ul se elabord una curva estandar (0-4 ug/ul) y se prepararon las diluciones de
las muestras problema (1 pl de proteinas totales, 39 pl de agua miliQ y 160 pl del
reactivo de Bradford (Bio-Rad®) y se ley6 a una absorbancia de 595 nm con el equipo

Multiskan EX (marca Thermo Scientific®).
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8.4 Electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones reductoras (SDS-
PAGE)

Se prepararon geles de poliacrilamida: gel separador al 10% (2.5 ml de acrilamida
30%/bisacrilamida 0.8%, 1.9 ml de Tris-HCI/SDS pH 8.8, 3.12 ml de agua miliQ, 50
pl de persulfato de amonio 10% y 10 pyl de TEMED), y gel concentrador al 5% (650
Ml de acrilamida 30%/bisacrilamida 0.8%, 1.25 ml de Tris-HCI/SDS pH 6.8, 3 ml de
agua miliQ, 50 pl de persulfato de amonio 10% y 10 pyl de TEMED). A los extractos
de proteicos previamente cuantificados, se les agrego la solucion amortiguadora de
carga de proteinas 1x (0.25% de azul de bromofenol, 0.25% de xylene cyanol FF y
30% de glicerol en agua), se calentaron a 100°C por 5 minutos, se dejaron en hielo
por 5 minutos y se cargaron en el gel. Se llevé a cabo la electroforesis en la solucion
de corrida 1x (Tris base 3 g/l, glicina 14.4 g/l y SDS 1 g/l) con una corriente constante

de 20 mA durante aproximadamente 1 hora y media.

8.5 Inmunodeteccion en fase soélida

Después de la electroforesis, las proteinas totales se transfirieron a una membrana
de nitrocelulosa, con el equipo Trans-Blot SD semi-dry transfer cell (marca BioRad®)
utilizando el buffer de transferencia (25 mM de Tris-HCI pH 8.0, 192 mM de glicina y
metanol 20%) durante 1 hora a 20 V. Posteriormente, la membrana se tiid con rojo
de Ponceau (Sigma®) para visualizar la integridad de las proteinas y se destifié con
TBST (10 mM de Tris-HCI pH 8.0, 150 mM de NaCl y Tween-20 0.1%).

La membrana se blogueé con leche Svelty® Figura 0% Nestle® baja en grasa al 15%
en TBST durante 1 hora a temperatura ambiente, en agitacién constante. Se realizé
un lavado con TBST durante 5 minutos en agitacion constante para quitar el exceso
de leche. A continuacion, la membrana se incub6 con el anticuerpo primario en TBST
con leche 3% toda la noche a 4°C en agitacion constante (anti-emerina FL-254,
marca Santa Cruz Biotechnology®, policlonal de conejo, dilucién 1:50000; anti-actina,
proporcionado por el Dr. Manuel Hernandez Hernandez del Departamento de
Biologia Celular del CINVESTAV-IPN, origen raton, dilucion 1:3000). Posteriormente
se realizaron lavados de 5, 10 y 15 minutos con TBST en agitacion constante; y

después se incubo la membrana con el anticuerpo secundario (anti-inmunoglobulina

31



especifica acoplado a peroxidasa) en TBST con leche 3% por 1 hora a temperatura
ambiente en agitacion constante (anti-conejo, marca Millipore®, dilucién 1:30000 o
anti-ratén, marca Millipore®, dilucién 1:10000), seguido de lavados de 5, 10 y 15
minutos con TBST en agitacion constante. Finalmente, se revel6 con el sistema de
deteccion ECL (Amersham Biosciences®) con placas autorradiograficas en cuarto

oscuro.

8.6 Inmunofluorescencia indirecta

Las células C2C12 cultivadas hasta en una confluencia de 80% se resuspendieron
en 1 ml de medio DMEM y 100 pl de esta suspension se colocaron sobre
cubreobjetos de 20 mm x 20 mm, previamente esterilizados con alcohol y flama de
mechero. Enseguida se incubaron por 24 horas a 37°C con 5% de CO2. Al dia
siguiente se retird el medio de cultivo y los cubreobjetos se lavaron tres veces con
PBS y entonces se fijaron las células con 100 pl de paraformaldehido al 4% en PBS
por 10 minutos a temperatura ambiente y se permeabilizaron con 100 pl de Triton-
X100 al 0.2% en PBS por 10 minutos a temperatura ambiente. Se lavaron los
cubreobjetos con PBS y agua milli-Q, y se incubaron durante toda la noche a 4°C en
camara humeda con un anticuerpo policlonal anti-emerina (FL-254, dilucién 1:200;
Santa Cruz Biotechnology®), utilizando una solucién amortiguadora con BSA al 5% y
suero bovino fetal al 10%. Posteriormente se aplicaron dos lavados con Triton-X100
al 0.2% en PBS por 5 minutos en agitacion constante, dos lavados con PBS y con
agua milli-Q y a continuacién, se agrego el anticuerpo secundario diluido en una
solucién amortiguadora con BSA 5% y SFB 10% (anti-conejo acoplado a FITC,
diluciéon 1:200; Jackson InmunoResearch Laboratories®,) y las preparaciones se
incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente en camara humeda.
Posteriormente se aplicé un lavado con Triton-X100 al 0.2% en PBS por 5 minutos
en agitacidon constante, y dos lavados con PBS y agua milli-Q. Para tefiir los nucleos,
las preparaciones se incubaron con 50 ul de DAPI (dilucién 1:600; Sigma®) durante
10 minutos a temperatura ambiente en camara humeda. Nuevamente se lavaron los
cubreobjetos con PBS y agua milli-Q y se secaron para montarse finalmente sobre

portaobjetos con 6 ul de Vecta-Shield (Vecta Laboratories®), utilizando barniz de
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uias transparente para su sellado. Las preparaciones se analizaron mediante

Microscopia Confocal.

8.7 Doble inmunofluorescencia indirecta

Se utilizaron cubreobjetos de 20 mm x 20 mm esterilizadas con alcohol y flama de
mechero. Las células C2C12 cultivadas hasta una confluencia de 80% se
resuspendieron en 1 ml de medio DMEM y a cada cubreobjetos se le agregd 100 ul
de la suspension células y 1 ml de medio DMEM, enseguida se incubaron por 24
horas a 37°C en humedad con 5% de CO:2. Al dia siguiente se retir6 el medio de
cultivo y los cubreobjetos se lavaron tres veces con PBS y las células se fijaron con
100 pl de paraformaldehido al 4% en PBS por 10 minutos a temperatura ambiente y
se permeabilizaron con 100 pl de Tritdn-X100 al 0.2% en PBS por 10 minutos a
temperatura ambiente. Posteriormente se bloquearon los cubreobjetos con gelatina
al 0.5% y suero bovino fetal al 1.5% en PBS por 30 minutos a temperatura ambiente;
se lavaron con PBS y agua milli-Q y se incubaron con un anticuerpo policlonal de
conejo anti-emerina (dilucién 1:300, FL-254, Santa Cruz Biotechnology®) y un
anticuerpo monoclonal de raton anti-y-tubulina (dilucion 1:300,T6557; Sigma-
Aldrich®), utilizando una solucién amortiguadora con BSA al 5% y suero bovino fetal
al 10% durante toda la noche a 4°C en camara humeda. Posteriormente se aplicé un
lavado con Triton-X100 al 0.2% en PBS por 5 minutos en agitacion constante y dos
lavados con PBS y con agua milli-Q. A continuacion, se incubaron los cubreobjetos
durante 1 hora a temperatura ambiente en camara hiumeda con un anticuerpo
secundario anti-conejo acoplado a FITC (dilucién 1:200, Jackson InmunoResearch
Laboratories®) y un anticuerpo secundario anti-raton acoplado a TRITC (dilucién
1:200, Jackson InmunoResearch Laboratories®), empleando una solucién
amortiguadora con BSA al 5% y SFB al 10%. Enseguida se aplicé un lavado con
Triton-X100 al 0.2% en PBS por 5 minutos en agitacién constante y dos lavados con
PBS y con agua miliQ. Los nucleos se tifieron con 50 pl de DAPI (dilucion 1:600,
Sigma®) mediante incubacion de las preparaciones durante 10 minutos a
temperatura ambiente en camara humeda. Enseguida se lavaron las preparaciones

con PBS y agua milli-Q, y se secaron para posteriormente montarse sobre
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portaobjetos con 6 pl de Vecta-Shield (Vecta Laboratories®), utilizando barniz de
uias transparente para su sellado. Finalmente, las preparaciones se analizaron

mediante Microscopia Confocal.

8.8 Bacterias competentes

Se preparé un cultivo de la cepa de Escherichia coli DH5a en 5 mL de medio LB y
se cultivd toda la noche a 37°C en agitacion constante (200 rpm); posteriormente se
agrego una alicuota de 100 ul del cultivo bacteriano en 20 mL de medio LB y este
nuevo cultivo se incubd hasta alcanzar una densidad éptica de 0.4-0.6. El cultivo se
centrifugd a 8000 rpm por 5 minutos a 4°C, y la pastilla bacteriana se resuspendio
en la solucion amortiguadora TBF1 (RbCI, MnClz « 4 H20, CH3CO:2K, CaClz « 2 H20
y Glicerol). La mezcla se incub6 en hielo por 20 minutos, y se centrifugd a 8000 rpm
por 5 minutos a 4°C; la pastilla se resuspendié en 2 mL de solucion amortiguadora
TBF2 (MOPS, RbCI, CaClz« 2 H20 y Glicerol), se incubo en hielo por 20 minutos y

finalmente se prepararon alicuotas de 50 pl para su almacenamiento a -70°C.

8.9 Extraccién de DNA plasmidico a gran escala (midiprep)

Se utilizé el kit Plasmid Midi de QIAGEN®. Se tom6 una colonia aislada de bacterias
trasformadas con el plasmido de interés para inocular 5 mL de medio LB con el
antibidtico correspondiente. El cultivo se incub6 por 8 horas a 37°C con agitacion
(300 rpm) y posteriormente se prepard una dilucién de 1:500 en medio LB fresco
adicionado con el antibiético correspondiente y el nuevo cultivo se incubé a 37°C por
~16 horas a 300 rpm. Transcurrido ese tiempo se recolectaron las bacterias mediante
centrifugacion a 6’000 rpm por 20 minutos a 4°C. Se resuspendio la pastilla en 4 mL
de la soluciéon amortiguadora P1 fria, se agito la mezcla en vortex, se agregaron 4
mL de la solucién amortiguadora P2 y se mezclé la suspensién por inversion para
incubarse posteriormente durante 5 minutos a temperatura ambiente; enseguida se
afiadieron 4 mL de la solucion amortiguadora P3 y la suspension se mezclé por
inversion 4-6 veces antes de incubarse en hielo por 15 minutos. Posteriormente la
preparacion se centrifugé a 10’000 rpm por 40 minutos a 4°C, resuspender el

sobrenadante y centrifugarlo a 10’000 por 20 minutos a 4°C y se recupero el
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sobrenadante. La columna QIAGEN-TIIP100 se equilibro con 4 mL de la solucion
amortiguadora QBT y se lavé dos veces con 10 mL de la solucién amortiguadora QC.
El DNA se eluy6 con 5 mL de la solucién amortiguadora QF y se colecté en un tubo
estéril de 50 mL. Se colocaron 833 ul de la solucion de DNA de plasmido en un
microtubo y se agregaron 583 pl de isopropanol a temperatura ambiente; la mezcla
se agitd con vortex y se centrifugd a 11’000 rpm por 1 hora a 4°C, enseguida se
afiadieron 334 pl de etanol al 70% a temperatura ambiente y la mezcla se centrifugo
de nuevo a 11’000 rpm por 10 minutos a 4°C y la pastilla se sec6 durante 15 minutos

al vacio y se resuspendio en 100 pl de agua milli-Q.

8.10 Transfeccion de células C2C12

Se cultivaron las células C2c12 a una confluencia del 60% y se dejaron incubando
24 horas a 37°C. Al dia siguiente, se cambi6 el medio de cultivo y las células se
colocaron en la incubadora por 20 minutos. En un tubo limpio se mezclé lipofectamina
2000 (8 pl para cajas de 60 mm y 4 pl para cajas de 35 mm) en 50 ul de medio DMEM
libre de suero y antibiéticos; en otro tubo limpio se mezclo el DNA (6 ul para cajas de
60 mm y 3 pl para cajas de 35 mm) en 50 uyl de medio DMEM libre de suero y
antibidticos. Las soluciones se incubaron durante 5 minutos a temperatura ambiente
y posteriormente, se mezclaron y se incubaron por 30 minutos a temperatura
ambiente para formar los liposomas. Enseguida se agregaron los complejos DNA-
liposoma a las células previamente cultivadas y las preparaciones se incubaron por
24 horas a 37°C.
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9. RESULTADOS

9.1 Caracterizacién de las células nulas para el distroglicano (KO-DG1)

Para corroborar que las células KO-DG1 no expresan al B-DG, se realizaron ensayos
de inmunodeteccidn en fase sdlida utilizando un anticuerpo anti-B-DG denominado
Mandag. Se observo una banda de 43 kDa que corresponde al 3-DG en los lisados
de las células C2C12 silvestres; sin embargo, las células KO-DG1 carecen de esta
sefal (Fig. 13).

43 kDa

| B-distroglicano

96 kDa Calnexina

Figura 13. Las células KO-DG1 no expresan al B-DG. Inmunodeteccion en fase solida
utilizando extractos totales de células C2C12 silvestres (WT) y células C2C12 KO-DG1,
utilizando un anticuerpo anti-p-DG. Como control de carga se utiliz6 calnexina. Se realizaron
tres experimentos independientes.

9.2 Distribucién subcelular y expresion de emerina en las células KO-DG1

Debido a que previamente nuestro laboratorio comprobd la interaccion entre f-
distroglicano y emerina, decidimos analizar la distribucion subcelular de la emerina
en las células KO-DG1 mediante inmunofluorescencia indirecta. Se observo que en
células KO-DG1 presentan una disminucion significativa en la intensidad de
fluorescencia correspondiente a emerina, en comparacion con las células silvestres
(Fig. 14). Ademas, se apreciaron alteraciones de la morfologia nuclear; pliegues y

ampollas, lo que se analizoé a fondo mas adelante.

36



Emerina

Figura 14. Las células KO-DG1 exhiben disminucién en la sefial de fluorescencia
correspondiente a emerina. Las células C2C12 silvestres (panel superior) y las células KO-
DG1 (panel inferior) se fijaron sobre cubreobjetos de vidrio y se sometieron a
inmunofluorescencia indirecta con anticuerpos anti-emerina (verde). Los nucleos se contra-
tineron con DAPI (azul) previo a su andlisis mediante microscopia confocal. Escala 10 ym.

Tomando en consideracion que las células KO-DG1 presentan disminucion de la
sefial de emerina, procedimos a analizar la expresion de esta proteina mediante
inmunodeteccion en fase sélida. Observamos que las células KO-DG1 presentan una
disminucién de ~50% en los niveles proteicos de emerina, en comparacion con las
células silvestres (Fig. 15), lo que sugiere que la presencia del B-DG es de

importancia para la estabilidad de emerina.
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Figura 15. Disminucion significativa en los niveles de emerina en las células KO-DG1.
A) Los extractos totales de las células C2C2 silvestres y KO-DG1 se sometieron a
inmunodeteccién en fase sdlida, utilizando anticuerpos anti-emerina y anti-actina. (B) Se
cuantificaron los niveles de emerina mediante normalizacion con actina. La expresion en las
células silvestres se fij0 arbitrariamente en 1. Los resultados corresponden a la mediat la
desviacion estandar de tres experimentos independientes.

9.3 Analisis de las funciones de emerina en las células KO-DG1

Como se menciond previamente una de las funciones de emerina es el
mantenimiento de la morfologia nuclear; por lo cual procedimos a evaluar la
morfologia nuclear de las células KO-DG1, mediante un andlisis cualitativo y
utilizando también parametros morfométricos. Se grafico el porcentaje de nucleos
con aberraciones en la morfologia nuclear como son: pliegues, ampollas y
micronucleos; se encontré que un 67% de las células KO-DGL1 tiene una morfologia
nuclear aberrante, en contraste con el 6% observado en las células silvestres (Fig.
16).
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Figura 16. Las células KO-DG1 presentan nucleos deformes. Andlisis cualitativo de la
morfologia nuclear, en color amarillo se observa el porcentaje de células con morfologia
nuclear aberrante (pliegues, ampollas, micronicleos), mientras que en azul se observa el
porcentaje de células con morfologia nuclear normal. Se analizaron 100 nucleos de tres
experimentos independientes.

Para complementar nuestro estudio se aplic6 un analisis de morfometria nuclear
utilizando el plugin NIl del software ImageJ. Se emplearon dos parametros: 1)
Contorno nuclear, este valor permite conocer las irregularidades nucleares, donde
valores altos indican nucleos irregulares y 2) Razén de radio, este valor permite
conocer el tamafio nuclear, donde valores altos corresponde a nucleos con tamafio
nuclear grande, mientras que, los valores bajos indican nucleos de tamafio pequefio.
Se observé que los nucleos de las células KO-DGL1 tienen valores de contorno
nuclear (Fig. 17A) y razén de radio (Fig. 17B) significativamente mayores que los de
las células silvestres, lo que implica que son nucleos irregularidades y de mayor

tamano.
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Figura 17. Las células KO-DG1l presentan valores de morfometria nuclear
significativamente diferentes a las células silvestres. (A) Grafica de los valores del
contorno nuclear. (B) Gréfica de los valores de la razon de radio. Cada punto corresponde al
nucleo de una célula analizada. Se muestra la media con el error estandar de la media de

100 células analizadas de tres experimentos independientes.

Otra de las funciones de la emerina es el mantenimiento de la unién ndcleo-
centrosoma. El centrosoma es el centro organizador de microtibulos y su funcién
principal es la organizacion del huso mitético. El centrosoma esta formado por un
centriolo madre y un centriolo hijo, los cuales estan unidos por fibras interconectantes
y rodeados por la matriz pericentriolar formada por y-tubulina y pericentrina.
Evaluamos por lo tanto la distancia nucleo-centrosoma en las células KO-DG1
mediante inmunofluorescencia indirecta usando un anticuerpo anti-y-tubulina. Se
observé que la distancia nucleo-centrosoma es significativamente mayor en las
células KO-DG1 que en las células silvestres (Fig. 18A). Las células KO-DG1
presentan una la distancia promedio de 2.62 pm, mientras que en las células
silvestres la distancia promedio es de 0.85 ym (Fig. 18B). Esta alteracion puede tener
consecuencias fisioldgicas para estas células ya que la posicion correcta de los
centrosomas en la periferia nuclear es vital para la 6ptima segregacion cromosémica;

una mayor distancia nucleo-centrosoma podria ocasionar inestabilidad gendmica.
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Figura 18. Los centrosomas de las células KO-DG1 estan anormalmente separados de
la membrana nuclear. (A) Las células C2C12 silvestres (lado izquierdo) y KO-DG1 (lado
derecho) se fijaron sobre cubreobjetos de vidrio y se sometieron a inmunofluorescencia
indirecta con un anticuerpo anti-y-tubulina (rojo). Previo al andlisis por microscopia confocal
los nacleos se tifieron con DAPI (azul). Escala 10 uym. (B) La gréafica muestra el promedio
de las distancias centrosoma-muelo observado en los cultivos celulares. En las células
control la distancia promedio fue de 0.85 um, mientras que en las células KO-DG1 fue de
2.62 ym. Cada punto corresponde a la distancia de un centrosoma analizado. Se muestra la
media +/- el error estandar de la media de 100 células tomadas de tres experimentos
independientes.
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El ciclo de los centrosomas esta sincronizado con el ciclo celular, en la fase G1 existe
un solo centrosoma y en dicha fase se lleva a cabo la desconexion de los centriolos.
Posteriormente en la fase S se lleva a cabo la nucleacion de procentriolos, el
ensamble de microtubulos centriolares y la elongacion de centriolos, lo que permite
que se lleve a cabo la duplicacion centrosomal; a continuacion, en la fase G2 se lleva
a cabo la maduracioén y separacion de los centrosomas, ya que cada centrosoma se
posiciona en una célula hija durante la mitosis.

Cuando se analiz6 la distancia nucleo-centrosoma fue notoria la presencia de mas
de 2 centrosomas en un porcentaje alto de las células KO-DG1 (~40%), en
comparacién a células control (Fig. 19). Cuando existe un mayor numero de
cromosomas en la célula, se forman husos mitéticos aberrantes, lo que provoca una

segregacion cromosoémica anormal y por consiguiente inestabilidad gendmica.
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Figura 19. Las células KO-DG1 contienen un nimero anormal de centrosomas. (A) Las
células C2C12 silvestres (lado izquierdo) y las KO-DG1 (lado derecho) se fijaron sobre
cubreobjetos de vidrio y se sometieron a inmunofluorescencia indirecta utilizando un
anticuerpo anti-y-tubulina (rojo). Las células se contra-tifieron con DAPI (azul) para observar
los ndcleos previo al analisis por microscopia confocal. Escala 10 um. (B) La grafica muestra
el porcentaje de células con mas de 2 centrosomas presentes en cada cultivo celular. Los
resultados corresponden a la media + la desviaciobn estandar de tres experimentos
independientes.
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10. DISCUSION

El B-distroglicano (B-DG) es una proteina de membrana plasmatica que forma parte del
Complejo de Proteinas Asociadas a Distrofina (DAPC) y es también de la envoltura
nuclear, donde interacciona con proteinas como la emerina y las laminas A/C y B1. Se
ha demostrado la relacion funcional entre el B-DG y la envoltura nuclear, ya que la baja
expresion de dicha proteina mediante un RNAI especifico, provoca desorganizacion de
la envoltura nuclear y deslocalizacion de la emerina y laminas A/C y B1 (Martinez-Vieyra,
et al, 2013).

En el presente estudio analizamos la relacién funcional entre el 3-DG y la emerina, para
lo cual utilizamos células C2C12 nulas para la expresion del distroglicano (KO-DG1)
obtenidas mediante el sistema CRISPR-Cas. Corroboramos mediante ensayos de
inmunodeteccién en fase sélida que dichas células no expresan la proteina B-DG. Los
ensayos de inmunofluorescencia indirecta e inmunodeteccion en fase sélida mostraron
gue las células KO-DG1 presentan una disminucién significativa en los niveles de
emerina; esto posiblemente se deba a que la ausencia del 3-DG provoca inestabilidad
de la emerina, Previamente se ha reportado que la emerina se degrada por via
proteosomal (Chaturvedi & Parnaik, 2010). Por lo tanto, proponemos que la falta del -
DG acelera la ubiquitinaciébn y posterior degradacién de la emerina mediante el
proteosoma. Ensayos posteriores utilizando inhibidores del proteosoma y midiendo la
vida media de la emerina en las células silvestres y KO-DG1 son necesarios para

confirmar esta hipétesis.

Una de las funciones de emerina analizadas en células KO-DGL1 es la morfologia nuclear.
Por medio de ensayos de inmunofluorescencia y mediciones cualitativas demostramos
gue las células KO-DG1 presentan aberraciones de la morfologia nuclear, incluyendo
pliegues, ampollas y micronucleos. El analisis de morfometria nuclear utilizando el plugin
NIl del software ImageJ revelé que los nucleos de las células KO-DG1 tienen valores
mas altos de contorno nuclear y de razon de radio que las células silvestres, lo que
confirma que son ndcleos irregulares y de mayor tamafio. Estos datos son consistentes

con estudios previos en done se observé que células carentes de emerina exhiben
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anormalidades nucleares, debido a que la falta de esta proteina debilita la envoltura
nuclear y la lamina nuclear y las predispone a su ruptura, lo que finalmente conduce a la
degeneracion muscular (Markiewicz, et al, 2002). Asimismo, estos autores reportaron
gue la redistribucion de ldmina C y LAP2a en las células carentes de emerina afecta la

expresion génica y por ende la funcion del musculo esquelético

Otra de las funciones de emerina analizada en las células KO-DG1 fue la unién nucleo-
centrosoma. Se realizaron ensayos de inmunofluorescencia indirecta con un anticuerpo
anti-y-tubulina y se observé que las células KO-DG1 presentan un aumento significativo
de la distancia nucleo-centrosoma. El anclaje correcto del centrosoma a la envoltura
nuclear facilita su desplazamiento hacia los polos de la célula durante la mitosis. La
dinamica de los centrosomas esta regulada por una cadena de fosforilaciones: Plk1
fosforila a Nek9; y esta a su vez fosforila a Nek6/7, y con ayuda de Cdk1 fosforilan a Eg5.
La cinasa Eg5 juega un papel central para que se acumulen los centrosomas y los
microtubulos astrales, generando una fuerza de “empuje” hacia el exterior. Ademas, los
motores dineina-dinactina generan fuerza de traccion para ubicar los centrosomas
cercanos a la envoltura nuclear (Nam, et al, 2015). Aunque es claro que la ausencia del
B-DG aumenta la distancia nucleo-centrosoma, se requieren experimentos adicionales

para elucidar el papel que juega el 3-DG en este proceso.

De manera interesante, las células KO-DG1 presentan un aumento significativo en el
numero de centrosomas. Se conoce que la proteina estructural de los centrosomas SAS-
6 regula la duplicacion de los centrosomas ya que su sobreexpresion aumento el nimero
de centrosomas. Es probablemente que la ausencia del B-DG afecta la expresion de
SAS-6 y por consiguiente el nimero de centrosomas. Previamente nuestro grupo de
investigacion observo que el B-DG co-localiza e interacciona con la proteina nucleolar
B23 (Martinez-Vieyra, et al, 2013). Dado que la cinasa PIk2 interacciona y fosforila a
B23, para que esta ultima regule la maduracion de los centriolos hacia centrosomas
(Krause and Hoffmann, 2010), es factible proponer que la ausencia del 3-DG altera dicho

fendbmeno, dando como resultado un aumento en el nimero de centrosomas.
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11. CONCLUSIONES

e Las células nulas para distroglicano (KO-DG1) presentan una disminucion del
~50% en los niveles de la emerina.

e Las células KO-DG1 exhiben deslocalizacion de la emerina de la envoltura
nuclear hacia el nucleoplasma.

e Las células KO-DGL1 presentan morfologia nuclear aberrante.

e Las células KO-DG1 exhiben centrosomas separados del nacleo y duplicacion

anormal de centrosomas.

12. PERSPECTIVAS

e Transfectar una construccion de B-DG con una etiqueta diferente a GFP, por
ejemplo, FLAG.

e Realizar una construccién de B-DG con un promotor diferente a CMV, por
ejemplo, un promotor muscular.

e Analizar las proteinas del complejo LINC en las células KO-DG1.

e Estudiar el mecanismo molecular que lleva a la duplicacién centrosomal.
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