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RESUMEN

La distrofia muscular de Duchenne (DMD) es una enfermedad neuromuscular
causada por mutaciones en el gen DMD que provocan la ausencia de la distrofina.
La Dp71 es la isoforma mas abundante en el cerebro y se ha reportado que diversas
mutaciones en la Dp71 se asocian con alteraciones cognitivas. La Dp71 se localiza
en el citoplasma y en el nudcleo, en donde cumple funciones estructurales al
asociarse con B-distroglicano, con proteinas de la lamina y de la envoltura nuclear.
Interesantemente, se ha reportado la interaccion in vitro de la Dp71 con las
proteinas Braf35 e iBraf, que forman parte del complejo LSD-coREST y que regulan
la expresion de genes neuronales especificos a través de mecanismos
epigenéticos. Se sabe que la Dp71 participa en la diferenciacion neuronal, sin
embargo, se desconocen los procesos involucrados y los mecanismos que explican
el desarrollo de las alteraciones cognitivas en los pacientes con DMD. El objetivo de
este trabajo fue analizar los efectos de la expresion de las mutaciones de C272Y y
E299del de la Dp71 reportadas en pacientes con DMD en modelos celulares
neuronales. Encontramos que dichas mutaciones provocan la formacion de
agregados de la Dp71, que se localizan en el nacleo y en el citoplasma. El analisis
bioinformético indica que las mutaciones analizadas causan alteraciones
estructurales en la Dp71, lo que podria explicar la formacién de los agregados.
Demostramos que las mutantes C272Y y E299del de la Dp71 causan la
deslocalizacion de B-distroglicano, lamina B1 y ldmina A/C, y alteran el patrén de
localizacion de la marca epigenética H3K9me2. Adicionalmente, comprobamos la
interaccion de la Dp71 con Braf35, con quien colocaliza durante la diferenciacion
neuronal, y encontramos que la expresion de las proteinas mutantes causa la
deslocalizaciéon de Braf35 e iBraf. Finalmente, demostramos que la Dp71 tiene un
papel en la regulacién de la expresidon de sinapsina, un gen responsivo a Braf35 e
iBraf, ya que la mutacion C272Y evit6 el aumento en la expresién del transcrito de
sinapsina ante un estimulo de diferenciacion neuronal. En conjunto, estos hallazgos
soportan la participacion de la Dp71 en la regulacion de genes neuronales y
constituyen un avance en la comprension de los mecanismos asociados a las

alteraciones del sistema nervioso de los pacientes con DMD.



ABSTRACT

Duchenne muscular dystrophy (DMD) is a neuromuscular disease caused by
mutations in the DMD gene that results in the lack of dystrophin. Dp71 is the major
DMD gene product expressed in the brain and mutations are associated with
cognitive impairment. Dp71 is localized in cytoplasm and nucleus, thus Dp71 has
structural functions by associating with 3-dystroglycan, proteins of nuclear lamina
and nuclear envelope. Interestingly, in vitro assays demostrates Dp71 interaction
with Braf35 and iBraf proteins, members of LSD-cOREST complex and that regulate
the expression of specific neuronal genes through epigenetic mechanisms. Dp71
participates in neuronal differentiation, however, the processes involved and the
mechanisms that explain the development of cognitive alterations in DMD patients
are unknown. The aim of this study was to analyze the effects of the expression
Dp71-C272Y and Dp71-E299del mutations reported in patients with DMD in
neuronal cell models. We found that these mutations cause Dp71 aggregates, which
are located in nucleus and cytoplasm. Bioinformatic analysis indicates that mutations
analyzed cause structural alterations of Dp71, which could explain the formation of
the aggregates. We show that Dp71 mutants cause delocalization of 3-dystroglycan,
lamina B1 and lamina A/C, and alter the localization pattern of the epigenetic mark,
H3K9me2. Additionally, we verified the interaction of Dp71 with Braf35, with whom
it colocalizes during neuronal differentiation, and that the expression of the mutant
proteins causes the delocalization of Braf35 and iBraf. Finally, we show that Dp71
has a role in the regulation of synapsin expression, a gene responsive to Braf35 and
iBraf, since the C272Y mutation prevented the increase of the expression of the
synapsin transcript with a neuronal differentiation stimulus. Taken together, these
findings support the involvement of Dp71 in the regulation of neuronal genes and
constitute an advance in the understanding of the mechanisms associated with

alterations in the nervous system of DMD patients.



1 INTRODUCCION
1.1 Distrofia Muscular de Duchenne

La distrofia muscular de Duchenne (DMD) es un desorden genético ligado al
cromosoma X, caracterizado por degeneracion muscular progresiva y presenta una
incidencia de 1 por cada 5,000 varones nacidos vivos (Moat et al., 2013). La
debilidad muscular que es el principal sintoma de la DMD y aparece usualmente
entre los 2 y 3 afos, afectando musculos proximales y posteriormente, musculos
distales. Usualmente, los musculos inferiores se ven afectados antes que los
musculos superiores, causando dificultad para caminar, correr y saltar. La debilidad
muscular progresiva afecta al corazon y los musculos respiratorios, causando la
muerte por insuficiencia respiratoria o cardiomiopatia cerca de los 20 afos
(Birnkrant et al., 2018). Alrededor de un tercio de los pacientes DMD presentan
algun grado de discapacidad cognitiva principalmente en tres areas: atencion,
aprendizaje verbal y memoria, e interaccion emocional; ademas diversas
investigaciones enfatizan la alta incidencia en pacientes con DMD de algunos
desordenes neuropsiquiatricos como trastorno de espectro autista, deficit de
atencion, hiperactividad, desorden obsesivo compulsivo, depresion, ansiedad, entre
otros (Hendriksen & Vles, 2008; Lee et al., 2018).

La DMD es causada por mutaciones en el gen DMD que codifica para la proteina
distrofina y que resultan en la ausencia parcial o total de esta proteina. Diversos
reportes han analizado ampliamente las mutaciones en el gen DMD, y a la fecha se
sabe que las mutaciones mas frecuentes son grandes deleciones; sin embargo,
también hay deleciones, inserciones y mutaciones cortas, incluyendo mutaciones
puntuales (Cunniff et al., 2009). En un estudio en una cohorte de 200 pacientes
DMD en el que se analizo la frecuencia de los distintos tipos de mutaciones
causantes de DMD, se reportd que las deleciones fueron las mutaciones mas
comunes (65.8%), seguidas de las duplicaciones (13.6%), mutaciones sin sentido
(9.2%), microdeleciones/inserciones (4.9%) y mutaciones que afectan el proceso de
splicing (3.8%) (Magri et al., 2011). Por otra parte, en una cohorte de 93 pacientes

DMD en los que no se encontraron grandes deleciones o inserciones, pero que por
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inmunofluorescencia o western blot mostraron una expresion de distrofina menor al
3%, se reportd que el 73% de los pacientes presentaron pequefias mutaciones,
entre las que se encuentran, mutaciones sin sentido (36.5%), microdeleciones e

inserciones (29%), y mutaciones en sitios de splicing (7.5%) (Birnkrant et al., 2018).

En algunos casos, las mutaciones en el gen DMD provocan un fenotipo menos
severo, clinicamente conocido como Distrofia Muscular de Becker. En estos casos,
las mutaciones pueden generar formas truncas de la distrofina, parcialmente
funcionales o expresadas en bajos niveles en comparacioén al masculo sano, pero
en niveles mas altos que en la DMD (Cunniff et al., 2009), por lo que el fenotipo es

menos Severo.

1.2 La Distrofina

El gen DMD se localiza en el Xp21, es el gen mas largo identificado a la fecha y
corresponde al 0.1% del genoma humano. El gen DMD esta formado por 79 exones
y su gran tamafio se debe a la presencia de un gran nimero que intrones que
representan el 99% de locus gendémico. Este gen codifica para un transcrito de 14
kb (Gherardi et al., 2017), y su traduccién genera una proteina de 3,685 aminoacidos
con un peso molecular de 427 kDa, llamada Dp427, la cual se localiza
principalmente en los musculos cardiaco y esquelético, y en menor cantidad en el

cerebro (Tadayoni et al., 2012).

1.2.1 Estructura de la distrofina

La distrofina de longitud completa, Dp427 comprende principalmente 4 regiones:

1.2.1.1 Dominio de unién a actina

A través de distintos ensayos in vitro se demostré que los residuos 1-233 de
distrofina permiten la union con F-actina, a través de un dominio que es estructural
y funcionalmente homologo al dominio de unién de a-actinina, una proteina que
pertenece a la superfamilia de espectrinas que contribuye a regular la longitud y

tension dentro de las fibras de estrés, y que en células no musculares se encuentra



a lo largo de los filamentos de actina (Hemmings et al., 1992; Sjoblom et al., 2008;
Way et al., 1992). La distrofina pertenece a la superfamilia de espectrinas y estas
proteinas se caracterizan por su extremo N-terminal que corresponde a un dominio
de union de actina, compuesto de dos dominios homadlogos de calponina y seguidos

de multiples repetidos tipo espectrina (Tadayoni et al., 2012).

1.2.1.2 Dominio central rod

Esta constituido por 24 unidades similares a la triple hélice de repetidos tipo
espectrina, interrumpidas por cuatro regiones ricas en prolina. El amplio nimero de
repetidos tipo espectrina le confiere longitud y flexibilidad a la estructura de la
distrofina (Perronnet & Vaillend, 2010).

1.2.1.3 Regibn rica en cisteinas

Comprende del exén 63 al 69, e integra a su vez los dominios de union a

distroglicano: el dominio WW, dos motivos EF y el dominio ZZ.

El dominio WW es un dominio modular de 38 a 40 aminoacidos que contiene dos
triptéfanos altamente conservados espaciados por 20-22 aminoacidos. Este
dominio media la unién con proteinas que tengan la secuencia consenso PPXY. En
un estudio se demostr6 que 15 aminoacidos (KNMTPYRSPPPYVPP) que
corresponden a los residuos 881-895 ubicados en el extremo c-terminal de B-
distroglicano y que contienen la secuencia PPXY, son necesarios y suficientes para
la asociacion directa con distrofina (Jung et al., 1995). Otro estudio reporté que los
dominios WW y EF de distrofina se unen directamente al dominio c-terminal de B-
distroglicano; de manera que, aunque la interaccion ocurre inicialmente a través del
domino WW de distrofina, este no es suficiente para la unién estable con B-
distroglicano, y es necesario el dominio EF para estabilizar la union (Chung &
Campanelli, 1999; Grabarek, 2006; Huang et al., 2000; Rentschler et al., 1999).

El dominio ZZ tiene dos regiones Cys-X2-Cys que forman 2 nudillos caracteristicos
de los dedos de zinc en presencia de iones de Zn. Cada nudillo se coloca en un

arreglo tetraédrico con cuatro ligandos de cisteina o histidina (Ponting et al., 1996).
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El dominio ZZ se localiza en los amino&cidos 3307-3354 y se ha reportado que
también es necesario para la uniéon completa de distrofina con B-distroglicano. Se
ha reportado que los residuos 3326-3332 (YRSLKHF) y algunos residuos de
cisteina, por ejemplo la cisteina 3340, forman parte crucial de la region de contacto
entre las dos proteinas (Hnia et al., 2007; Ishikawa-Sakurai et al., 2004; Vulin et al.,
2014). Por otra parte, el dominio ZZ se une a calmodulina de manera dependiente
de calcio. Esta proteina activa cinasas y fosfatasas e inhibe la unién de distrofina
con F-actina, por lo que esta molécula podria modular la unién de distrofina al

citoesqueleto (Anderson et al., 1996).

1.2.1.3 Regién carboxiterminal

Contiene una a-hélice, seguida por dos motivos ricos en leucina. Esta region
contiene el sitio de unién con distrobrevina, sintrofina y otras proteinas asociadas a
distrofina (Blake et al., 2002).

En funcién de estos dominios, la distrofina se asocia con diversas proteinas
formando el complejo de proteinas asociadas a distrofina (DAPC), que es esencial
para mantener la integridad de la membrana durante la contraccibn muscular y
provee de un andamio para moléculas que participan en sefializacion. La disfuncion
0 ausencia de distrofina promueve a su vez la desintegracién de este complejo
(Perronnet & Vaillend, 2010).

1.3 Complejo de proteinas asociado a distrofina (DAPC)

El complejo de proteinas asociado a distrofina esta formado por un grupo de
proteinas que une al citoesqueleto de actina con la matriz extracelular, ya que el
complejo ap-distroglicano se une a laminina con alta afinidad y distrofina se une con
actina y filamentos intermedios del citoesqueleto (Matsumura & Campbell, 1994).
En el masculo esquelético, este complejo se compone de las proteinas integrales
de membrana, distroglicano (a y ), sarcoglicanos (a, B, vy, ©) y sarcospan, y las

proteinas citoplasmaticas, sintrofina y distrobrevina (Blake et al., 2002) (Fig. 1).



1.3.1 Distroglicano

El gen DAGL1 que codifica para distroglicano, se compone de dos exones y produce
un precursor proteico que es procesado por una proteasa que da lugar a las
subunidades a y B-distroglicano. La subunidad a-distroglicano tiene una masa
molecular de 156 kDa en musculo y 120 kDa en cerebro, se localiza en la matriz
extracelular donde se asocia con B-distroglicano a través de interacciones
covalentes. Por otra parte, B-distroglicano tiene una masa molecular de 46 kDa y
presenta un dominio transmembranal que se inserta hacia la membrana plasmatica

con el C-terminal del lado del citoplasma (Matsumura & Campbell, 1994).

El B-distroglicano se une con distrofina a través de su domino rico en prolina (PPXY),
y se ha reportado que la fosforilacion de los residuos de tirosina dentro y adyacente
a este domino evitan su interaccion con distrofina (lIsley et al., 2001).

1.3.2 Distrobrevinas

Las distrobrevinas son proteinas de 87 a 94 kDa que se unen con distrofina
directamente a través de sus dominios caboxilo terminal. a y B-distrobrevina son
codificadas por los genes DTNA y DTNB, los cuales estan localizados en los

cromosomas 18 y 2, respectivamente (Blake et al., 2002).

La a-distrobrevina se expresa en musculo cardiaco y esquelético, pulmén y cerebro.
Por procesamiento alternativo se generan las isoformas de a-distrobrevina-1, -2y -
3, de las cuales solo a-distrobrevina-1y -2 contienen dos sitios de union a distrofina
y sintrofina (Newey et al., 2000). Un estudio en una cohorte de pacientes DMD
reportd la reducciéon de a-distrobrevina 1 y 2 en el sarcolema en todas las fibras,
mientras que se observd un incremento de a-distrobrevina 2 en el citoplasma
(Compton et al., 2005). Por su parte, B-distrobrevina se expresa en tejidos no
musculares, como cerebro, pulmoén, rifidn e higado; forma complejos especificos
con la distrofina corta Dp71 y se asocia con diferentes sintrofinas (Blake et al.,
2002).



1.3.3 Sintrofinas

Son proteinas adaptadoras, tienen una masa molecular de 59 kDa y diversas
isoformas, a, B1, B2, y1y y2. Las sintrofinas estan involucradas en funciones criticas
del sistema nervioso central Debido a su interaccion con diversas moléculas
estructurales y de sefalizacion a través del dominio PDZ, por ejemplo, nNOS,
acuaporina 4 (AQP4), canales de sodio activados por voltaje y diversas cinasas. Un
estudio en una cohorte de pacientes DMD reporté una desregulacion de las

sintrofinas, asi como de sus proteinas de union (Compton et al., 2005).

1.3.4 Sarcoglicanos

Los sarcoglicanos (q, B, v, y 8) son glicoproteinas transmembranales que forman un
complejo que se une con distrofina, distroglicano, a-distrobrevina, sintrofina, la
sintetasa de 6xido nitrico neuronal (nNOS) y sarcospan. Diversos estudios apuntan
a que los sarcoglicanos podrian tener un rol en la transduccién de sefales
intracelulares debido a que tienen sitios potenciales de fosforilacion en su dominio
citoplasmatico y por su interaccion con proteinas como nNOS; ademas podrian
tener un rol en el mantenimiento de la estructura del DAPC (Ervasti, 2007; Sandona
& Betto, 2009).

1.3.5 Sarcospan

Es una proteina de 25 kDa que se expresa en muchos tejidos no musculares y es
muy abundante en muasculo esquelético. El Sarcospan es un importante regulador
de la adhesidén celular muscular y la regeneracion. Un estudio en un modelo murino
de DMD demostré que la sobreexpresion de sarcospan mejora la patologia y
restaura la union de las células musculares con laminina. Por otra parte, sarcospan
regula la glicosilacion de a-distroglicano permitiendo una interaccion fuerte entre a-
distroglicano y laminina, y se une directamente a los sarcoglicanos, estabilizando el
complejo que forman (Marshall & Crosbie-Watson, 2013). Se ha reportado en
pacientes DMD, que la expresion de sarcospan se reduce en el masculo, sugiriendo
qgue la localizacion membranal de sarcospan es dependiente de la expresion de
distrofina (Crosbie et al., 1997).
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Figura 1. Complejo de proteinas asociadas a distrofina.

El a-DG es un receptor de ligandos de la matriz extracelular que se une a laminina-2y a
través de su dominio carboxilo terminal se une a B-DG. Por su parte, el extremo C-
terminal de B-distroglicano contiene varios residuos de prolina que permiten la unién
directa con la region rica en cisteinas de distrofina. Adicionalmente, la regién N-terminal
de la distrofina de longitud completa tiene varios sitios de union a F-actina, de esta
manera el DAPC sirve de puente para conectar el citoesqueleto y la matriz extracelular
garantizando la estabilidad de la membrana y diversas funciones en el musculo
esquelético en las que se involucran las proteinas que forman este complejo (Blake et al.,
2002).

1.4 Isoformas de la distrofina

A la fecha se han descrito diversas isoformas de la distrofina por uso de promotor-
tejido especifico. Tres de estas isofomas comparten 78 exones y son distrofinas de
longitud completa (Dp427), pero se transcriben a partir de promotores
independientes ubicados en el primer exdn, por lo que el primer exdn de cada
isoforma es unico. Estas isofomas se han nombrado de acuerdo al sitio de mayor
expresion de la proteina Dp427b, Dp427m y Dp427p (Gherardi et al., 2017) (Tabla

1) (Fig. 2).



Localizaciéon

Neuronas corticales e hipocampo, musculo
Cerebro (b) ] .
cardiaco y esquelético.

Musculo cardiaco y esquelético, y células
Musculo (m) .
gliales.

Células de Purkinje (p) Neuronas cerebelares de Purkinje

Tabla 1. Las isoformas Dp427 de acuerdo a su expresion tejido especifica.

Otras isoformas de la distrofina son codificadas a partir de promotores internos que
generan distrofinas que difieren en estructura y patrones de expresion, y son
nombradas de acuerdo a su masa molecular. Los promotores se localizan en el
intron 29 (Dp260), en el intron 44 (Dp140), en el intron 55 (Dpl116) y en el intron 62
(Dp71 y Dp40) (Perronnet & Vaillend, 2010) (Tabla 2) (Fig. 2).

Localizacion
Dp260 Retina, cerebro y masculo cardiaco.
Dpll6 Sistema nervioso central e higado.
Dp140 Células Schwann.
D71 Tejidos no musculares incluidos el cerebro, higado,
p .
rifones y pulmones
Cuerpos celulares y distribuida en dendritas de
Dp40

neuronas del hipocampo

Tabla 2. Las isoformas de la distrofina codificadas a partir de promotores internos,
de acuerdo a su expresion tejido especifico.
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Dp247 Dp260 Dpl40 Dpll6 Dp71/Dp40

Figura 2. Las isoformas de la distrofina.

Se han identificado diversas isoformas de la distrofina y debido al uso de promotores
internos, las distintas isoformas pueden carecer de algunos dominios de la distrofina de
longitud completa, sin embargo, las isoformas conservan la regién carboxilo terminal, que
presenta un alto grado de conservacién de nucle6tidos y aminoacidos y contiene sitios de
unién necesarios para que las isoformas de la distrofina se unan con diversas proteinas,
por lo que se ha sugerido que esta regidn podria tener una relevancia funcional
(Perronnet & Vaillend, 2010).

1.5 LaDp71

La distofina Dp71 es una proteina de 71 kDa, que se expresa en una variedad de
tejidos no musculares, incluyendo, higado, testiculos, pulmén, estbmago y rifién
(Lederfein et al., 1992), y es la isoforma mas abundante en el cerebro humano
(Austin et al., 2000). Recientemente, usando un sistema de western blot capilar
altamente sensible, se reportd que aunque en cantidades minimas, la Dp71 también
puede expresarse en musculo esquelético de raton y de humano (Kawaguchi et al.,
2018). La Dp71 constituye la distrofina mas abundante en sistema nervioso central.
Se expresa en células troncales embrionarias, en areas de interaccion epitelio-
mesénquima, en el cerebro embrionario medio y posterior, en el cerebro perinatal

correlacionando con estadios de diferenciaciéon neural terminal, en el cerebro
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anterior embrionario temprano continuando hasta la vida adulta, especificamente en
la corteza cerebral, hipocampo, bulbo olfatorio, pituitaria y retina, y en regiones
neocorticales asociadas con la continua neurogénesis y plasticidad sinaptica
(Mehler, 2000).

El promotor de la Dp71 se localiza entre los exones 62 y 63 del gen DMD y genera
un transcrito de 6.5 kb. En mioblastos se demostré que el promotor de la Dp71
contiene 4 motivos de union para Sp (Sp-A, Sp-B, Sp-C y Sp-D) y un Unico motivo
de unién para AP2. El sitio Sp-A es el sitio de union mas importante, al que se
asocian los factores de transcripcion Spl y Sp3 para activar al promotor de la Dp71.
Por otra parte, durante la diferenciacion de miotubos, la disminucién de la expresion
de la Dp71 es causada por la escasez de los factores de transcripcion Sply Sp3
(de Leon et al., 2005). Adicionalmente, al inducir la diferenciacién neuronal se
observo el aumento de la Dp71, el cual es controlado por la actividad de los factores
de transcripcién Sp1 y AP2a sobre el promotor de la Dp71. Por un lado, Spl
mantiene sus niveles estables hacia la diferenciacion y activa al promotor de la
Dp71; mientras que, AP2a actla como represor al reclutar corepresores como
ndcleofosmina, y hacia la diferenciacion disminuye su expresion por lo que su unién
con el promotor de la Dp71 se pierde (Lazaro & Vega, 2007). Adicionalmente, se ha
reportado que la expresion de la Dp71 en células PC1l2 es regulada
postraduccionalmente, a través de la fosforilacion de la Dp71 que conduce a su

rapida degradacion por el sistema de ubiquitin-proteosoma (Fujimoto et al., 2017).

Debido a que la Dp71 es codificada a partir de un promotor interno, la proteina Dp71
carece del dominio N-terminal y del dominio completo de repetidos tipo espectrina
presentes en la Dp427, pero mantiene el dominio rico en cisteinas y el dominio C-
terminal, el cual es el dominio mas conservado en las distrofinas (Lederfein et al.,
1992). El dominio N-terminal Unico de la Dp71 esta constituido por 7 aminoacidos,
y forma parte del motivo LKGHET, el cual ha demostrado ser necesario y suficiente

para la asociacion de la Dp71 con el citoesqueleto de actina (Howard et al., 1998)
(Fig. 3).
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Figura 3. Regiones de la Dp71.
La distrofina Dp71 consta principalmente del dominio N-terminal, dominio rico en cisteinas

y el dominio C-terminal que le permiten asociarse con diversas proteinas como actina, -
distroglicano, sintrofinas y distrobrevinas.

1.5.1 Isoformas de la Dp71

A la fecha se han descrito 14 isoformas de la Dp71 generadas por splicing
alternativo, las cuales presentan diferencias en el dominio C-terminal. Las isoformas
de la Dp71 reportadas a la fecha, se pueden clasificar en los grupos d, f, e y g, en
funcién de los exones incluidos y los eliminados (Fig. 4).

Grupo d: Contiene los exones 78 'y 79.

Grupo f: Carece del exdn 78, lo que cambia el marco de lectura y genera un exén
79 alternativo que reemplaza los ultimos 13 aminoacidos (RNTPGKPMREDTM) de
la proteina, que dan lugar a un C-terminal hidrofilico, por 31 aminoacidos
(HNVGSLFHMADDLGRAMESLVSMTDEEGAE) que dan lugar a un C-terminal
hidrofébico.

Grupo e: Contiene parte del intron 77 y un coddn de paro que evita la traduccion de

los exones 78 y 79. El C-terminal de esta isoforma es hidrofilico.

Grupo g: Carece de los exones 68-76 y el exon 78, siendo la isorforma mas
pequefia de solo 25kDa.
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Adicionalmente, en los 4 grupos se pueden perder los exones 71, 72, 73y 74 sin
afectar el marco de lectura, pero afectando total o parcialmente el sitio de union a
sintrofina (Naidoo & Anthony, 2020; Tadayoni et al., 2012).

Group d Dystroglycan-binding site Syntrophin-binding site

Dp71d
Dp71d,,,
Dp71d,,
DP71d, .,
[(72] Dp71d,;,,5,
Dp71d,;,,,
Group f

Dp71f
] Dp71f,,
Dp71fA71,73

Dp71f,,,
Dp71f

A71-74

Dp71e,,
Dp71e

a71-74

- Dp71 Yass76

Figura 4. Isoformas de la Dp71 generadas por splicing alternativo.

Las isoformas de la Dp71 difieren en su extremo C-terminal, estas diferencias afectan el
sitio de union con sintrofina y su extremo C-terminal, que puede ser hidrofilico o
hidréfobico de acuerdo a la presencia o ausencia del exdn 78 (Naidoo & Anthony, 2020).

Interesantemente, se ha reportado que las isoformas de la Dp71 presentan
diferencias en sus patrones de expresion, asi como en su distribucion subcelular.
En cultivos primarios de neuronas del hipocampo se observé que la Dp71d es
principalmente expresada en neuronas bipolares GABAergicas, mientras que la
Dp71f se expresa en neuronas multipolares glutamatérgicas; ambas isoformas se
localizaron en el nacleo como granulos tipo speckles, sin embargo, los niveles de
expresion presentaron variaciones a lo largo del tiempo, sugiriendo que la Dp71 se
asocia al proceso de diferenciacion y la adquisicion de caracteristicas morfoldgicas
y fisiol6gicas correspondientes (Rodriguez-Mufoz et al., 2015a). En la linea celular

Hela, la Dp71f se detecté exclusivamente en la fraccién citoplasmatica, mientras
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que, la Dp71d se detect6 principalmente en la fraccion nuclear (Fuentes-Mera et al.,
2006). Por otra parte, en la linea celular PC12 no diferenciada, la Dp71f presento
una sefal difusa en el citoplasma, concentrandose en la periferia celular, mientras
que la Dp71d presentd mayor acumulacion en el nucleo y una ligera sefial en el
citoplasma, y durante la diferenciacién a fenotipo neuronal, la Dp71f se relocaliz
del citoplasma hacia la periferia celular y los procesos neuriticos, mientras que la
Dp71d se concentré6 aun mas en el nucleo (Acosta et al., 2004; Marquez et al.,
2003). De manera semejante, en la linea celular N1E-115 durante la diferenciaciéon
a fenotipo neuronal, la Dp71f se localizé en el citoplasma y se distribuy6 a lo largo
de los procesos neuriticos, ademas de que mostrd un incremento de su expresion
(Lazaro & Vega, 2007). Se ha sugerido que durante la diferenciacion neuronal la
Dp71f podria modular los cambios en las redes del citoesqueleto a través de su
interaccién con actina y B-distroglicano, mientras que la Dp71d podria participar en
la regulacion de vias de sefalizacion que conducen a la diferenciacion debido a su
asociacion con la matriz nuclear, una estructura involucrada en el procesamiento de
ARN y el remodelamiento de la cromatina (Acosta et al., 2004). Un estudio reportd
que la acumulacion preferentemente nuclear de la Dp71d observada hacia la
diferenciacion es modulada por CaMKIl que fosforila los residuos de serina y
treonina (Calderilla-Barbosa et al., 2006), lo que resulta interesante, ya que la
fosforilacién de las proteinas es uno de los principales mecanismos que controlan

el transporte nuclear de proteinas.

1.5.2 La transportacion nuclear de la Dp71.

La importacién nuclear de las proteinas ocurre a través del complejo de poro
nuclear, la importina a se une a la sefial de localizacion nuclear (NLS) de la proteina
cargo y a la importina . Posteriormente, las importinas a/f se translocan al nucleo
a través de su interaccion con las nucleoporinas. En el nucleo, las importinas tienen
una gran afinidad por RanGTP y su unidn permite la liberacién de la proteina cargo.
Por otra parte, el exporte nuclear depende de la exportina CRM1, la cual se une a
la proteina cargo a traves del reconocimiento de una sefial de exporte nuclear (NES)
gue contiene de 3 a 4 residuos hidrofobicos seguidos de leucinas. El exporte nuclear
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también requiere de la union a RanGTP, la cual luego de la translocacion al
citoplasma a través del complejo de poro nuclear, es convertida a RanGDP

permitiendo asi la liberacidon de la proteina cargo (Pemberton & Paschal, 2005).

La Dp71 carece de una NLS clasica sin embargo, se demostroé la existencia de una
NLS no clasica que se localiza en el dominio ZZ de la Dp71 y que permite su
interaccion con el complejo de importinas IMPa2/p1. Usando el dominio ZZ de la
Dp71 fusionado a cuatro proteinas GFPs en tandem, se demostr6 que la sustitucion
de un residuo conservado de cisteina en el segundo dedo de zinc (C272A), y la
sustitucion de un residuo de cisteina en el primer dedo de zinc (C250A) en conjunto
con la sustitucion de un residuo de histidina en el segundo dedo de zinc (H263A)
redujeron significativamente el importe nuclear de la Dp71, lo que revela la
importancia del dominio ZZ en el importe nuclear. Adicionalmente, se reporté que la
importacion nuclear de la Dp71 requiere de la participacién de dineina, uno de los
motores moleculares que dirige el trafico intracelular a través de los microtubulos.
Por otra parte, respecto a la exportacion nuclear, se demostré que la Dp71 contiene
una NES dependiente de CRM1 ubicada en el extremo C-terminal, entre los
aminoécidos 505-515. De este modo la Dp71 tiene los elementos necesarios para
transportarse del nacleo al citoplasma y viceversa (Suarez-Sanchez et al., 2014a)

(Fig 5).
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Figura 5. Transporte nuclear de la Dp71.

La Dp71 tiene una NLS en el dominio ZZ reconocida por las importinas IMPa2/B1 y una
NES reconocida por la exportina CRM1 que, de manera dependiente a cada sefial le
permite transportarse entre el nicleo y el citoplasma (Suarez-Sanchez et al., 2014a).
1.5.3 Funciones de la Dp71Debido a la localizacién tanto citoplasméatica como
nuclear de la Dp71l y a su interaccion con diversas proteinas en estos
compartimientos celulares, la Dp71 se ha asociado a diferentes funciones y
procesos celulares incluidos la adhesion celular, homeostasis de iones y agua,

progresion del ciclo celular y estabilidad nuclear.

1.5.3.1 Adhesion celular

Las integrinas son glicoproteinas transmembranales que median las interacciones
entre el citoesqueleto y la matriz extracelular y se componen de dos subunidades a
y B. Cuando una integrina se une a su ligando en la matriz extracelular, el tallo de
la subunidad B se une a diversas proteinas como talina, a-actinina, vinculina y
filamina. A su vez estas proteinas se unen a actina, y de esta manera las integrinas
interactuan con el citoesqueleto. Un estudio en el que se usaron células PC12 como

un modelo de células neuronales, reporté que al reducir la expresion de la Dp71 e
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inducir la diferenciacion neuronal, disminuia la adhesion sobre laminina, colageno y
fibronectina, ademas de que las células presentaban una reduccion de méas del 50%
del tamafio de las neuritas, y una morfologia celular redondeada caracterizada por
la falta de filopodia. Adicionalmente, en estas células se observo la reduccion de la
tincion de la integrina 1, lo que en conjunto indica que la Dp71 es necesaria para
la adhesion celular de B1-integrina al sustrato y la extensién de las neuritas
(Enriquez-Aragon et al., 2005). En un estudio adicional, se demostré6 que
especificamente la isoforma Dp71f, forma parte de un complejo de adhesion
compuesto por B1-integrina, talina, a-actinina, actina, FAK y paxilina, y que la
ausencia de la Dp71f causa el decremento de este complejo de adhesion y la
deficiente adhesion a laminina, sugiriendo que la Dp71f participa en el acoplamiento

0 estabiliza el complejo de adhesion 1-integrina (Cerna et al., 2006).

1.5.3.2 Homeostasis de iones y agua

Kir4.1 es una proteina transmembrana tetramérica expresada en el sistema
nervioso central, en células gliales incluyendo astrocitos en el cerebro y células de
Muller en la retina. Este canal esta involucrado en la regulacién de la concentracion
extracelular de K*, siendo necesaria su distribucion precisa en la membrana de las
células gliales (Ohno et al., 2018). Por su parte, la acuaporina-4 (AQP-4) es el
principal canal de agua del sistema nervioso central y esta involucrado en una
amplia variedad de funciones cerebrales, incluyendo la funcién cognitiva normal,
memoria espacial, migracion de astrocitos, adhesion celular y regulacién del
espacio cerebral extracelular (Mader & Brimberg, 2019). Un estudio en células
gliales de Muller revel6 que Kird.1, AQP4 y la Dp71 forman un complejo y tras la
delecién de la Dp71 se observo la localizacion difusa de Kir4.1 a lo largo de las
células y la reduccion de AQP4, demostrando que la Dp71 tiene un papel central en
el andamiaje molecular responsable del anclaje de Kir4.1 y AQP4 (Fort et al., 2008).
Adicionalmente, en células troncales neurales adultas aisladas de ratones mdx se
detectd la disminucion de la Dp71, AQP4 y Kir4d.1, sugiriendo también que la
deficiencia de la Dp71 afecta el anclaje de AQP4 y Kir4.1 en la membrana celular
(Annese et al., 2016).

18



1.5.3.3 Ciclo celular

En un estudio en cultivos asincronicos de células PC12 en las que se abatio la
expresion de la Dp71, se analiz6 la progresion del ciclo celular y se observo un
incremento de alrededor del 10% de células en la fase GO/G1 y una disminucion de
células en las fases S y G2/M. Al analizar cultivos sincrénicos en la fase G0O/G1, se
observo que, al liberar el bloqueo, las células deficientes de la Dp71 mostraron un
retraso en la transicion de la fase GO/G1 a S. Interesantemente, al inducir el arresto
mitético con nocodazol se observaron alteraciones morfologicas indicativas de
apoptosis, sugiriendo que la ausencia de la Dp71 conduce a la muerte mitética.
Finalmente, al analizar el efecto de la ausencia de la Dp71 sobre los niveles de
lamina B1, se observé una clara disminucion de esta proteina critica para la mitosis,
indicando que la Dp71 podria ser importante para la estabilidad de lamina Bl
(Villarreal-Silva et al., 2011).

1.5.3.4 Estabilidad de la morfologia nuclear.

La envoltura nuclear es esencial para el posicionamiento y estructura del nucleo
dentro de las células y consiste de una membrana nuclear externa e interna que
contienen el espacio perinuclear. Hacia la membrana nuclear interna se encuentra
la lamina nuclear periférica, formada por filamentos de laminas que constituyen los
elementos estructurales de la matriz nuclear o esqueleto nuclear, los cuales a su
vez dan forma al ndcleo, y entre muchas otras funciones, permiten la organizacion
espacial de la cromatina (Hetzer, 2010). En diversos estudios se ha demostrado que
la Dp71 es un elemento importante en el mantenimiento de la morfologia nuclear ya
gue forma complejos con distintas proteinas, tales como miembros del complejo
DAP nuclear, ldmina B1 y emerina (Fuentes-Mera et al., 2006; Suarez-Sanchez et
al., 2014a; Villarreal-Silva et al., 2011). En un estudio realizado en células HelLa, se
report6 que la Dp71 forma un complejo integrado por [B-distroglicano, p-
distrobrevina, a1-distrobrevina y nNOS en el nacleo. Ademas, se demostré que la
Dp71 y algunos miembros del complejo DAP son proteinas asociadas a la matriz
nuclear, sugiriendo que estas proteinas podrian tener algan papel en las muchas

funciones en las que la matriz nuclear esta involucrada, tales como, la expresion

19



genética, diferenciacion, ciclo celular y apoptosis, entre otras (Fuentes-Mera et al.,
2006). Otro estudio reportd que en la linea celular C2C12, la Dp71 forma un
complejo en la envoltura nuclear integrado por a-sarcoglicano, a-distrobrevina, -
distroglicano y a-sintrofina, sugiriendo que este complejo podria estar involucrado
en funciones asociadas a la envoltura nuclear, como el mantenimiento de la
estructura nuclear y la modulacion de procesos nucleares (Gonzalez-Ramirez et al.,
2008). Por otra parte, utilizando la linea celular PC12, también se encontré que la
Dp71d forma un complejo nuclear con B-distroglicano, B-distrobrevina y a1-
sintrofina, y que al abatir la expresion de la Dp71 empleando RNAs antisentido, las
proteinas B-distroglicano, B-distrobrevina, y proteinas de los complejos sarcoglicano
y sintrofina disminuian significativamente, indicando que la Dp71 es crucial para la
estabilizacion de este complejo en el nucleo (Villarreal-Silva et al., 2010).
Adicionalmente, también se ha demostrado la interaccion directa de la Dp71 con la
proteina de envoltura nuclear, emerina, que ademas mostré una disminucion de sus
niveles en células en las que la expresion de la Dp71 es parcialmente abatida.
Interesantemente, las células con la expresion de la Dp71 disminuida presentaron
una morfologia nuclear aberrante, con invaginaciones de la envoltura nuclear
(Suérez-Sanchez et al., 2014a). En este mismo sentido, un estudio realizado en un
modelo epitelial reporté que la Dp71 se asocia con proteinas de la matriz nuclear
como lamina Bl y actina, las cuales cumplen multiples funciones, incluyendo el
mantenimiento de la estructura nuclear y la organizacion de la cromatina (Fuentes-
Mera et al., 2006). De hecho, en un estudio posterior se demostro que la Dp71 se
une directamente a lamina B1 y que en células que tienen niveles disminuidos de la
Dp71 por el uso de RNAs antisentido, los niveles de lamina B1 también estan
afectados (Villarreal-Silva et al., 2011). En conjunto, lo anterior revela la importancia
de la Dp71 en el mantenimiento de la estructura nuclear, y muy probablemente en
el buen desarrollo de las funciones de las proteinas nucleares con las que se asocia,
tales como lamina B1 y emerina, las cuales son proteinas clave de la lamina y

envoltura nuclear, respectivamente.
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1.6 Dominios asociados a Lamina (LADs)

La ldmina nuclear est4 formada por una red de filamentos intermedios tipo V que
provee soporte estructural al nicleo, regula la organizacion de la cromatina y la
expresion genética, al redireccionar los genes hacia la lamina nuclear y reprimir su
transcripcion, y al servir como andamio para diversos factores de transcripcion. Las
laminas A y C (lamina A/C) se producen por splicing alternativo del gen LMNA,
mientras que las laminas B1 y B2 son codificadas por los genes LMNB1 y LMNB2,

respectivamente (Worman, 2012).

En afios recientes ha habido creciente informacién sobre la organizacién espacial y
funcional de la cromatina, un ejemplo son los Dominios Asociados a Lamina (LADS),
los cuales son regiones gendmicas que estan en estrecho contacto con la lamina
nuclear. Se ha descrito que del 35 al 40% del genoma humano esta organizado en
aproximadamente 1,300 LADs de alrededor de 0.1-10Mb, y que la mayoria de los
genes contenidos en estos dominios estan transcripcionalmente inactivos o se
expresan a muy bajos niveles (Briand & Collas, 2020; van Steensel & Belmont,
2017). Estas regiones estan enriquecidas en modificaciones de histonas asociadas
a heterocromatina constitutiva, como H3K9me2 y H3K9me3 o facultativa, como
H3K27me3 (Guelen et al., 2008).

Las modificaciones de histona H3K9me2 y H3K9me3 son marcas epigenéticas
asociadas a la represion genética y son catalizadas por una familia de
metiltransferasas que incluyen a SETDB1, GLP y G9a. La metiltransferasa G9a
promueve la interaccion entre los LADs y la lamina nuclear (Kind et al., 2013) y se
ha descrito que la inhibicion de las metiltransferasas GLP/G9a provoca una
disminucion de la marca epigenética H3K9me2 y altera la expresion de cientos de
genes debido a que el ambiente de la cromatina de vuelve mas abierto (Yan et al.,
2020). Por otra parte, se ha descrito que la metiltransferasa G9a tiene un papel
importante en el establecimiento y mantenimiento de los patrones de expresiéon de
genes especificos de ciertos linajes celulares. Durante el silenciamiento de genes

neuronales en células no neuronales, G9a es reclutada por el complejo REST para
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silenciar dichos genes a través de dominios ricos en H3K9me2 (Roopra et al., 2004).
Para reprimir la expresion de genes, el complejo REST ademas recluta a la
demetilasa especifica de lisina (LSD1) que cataliza la demetilacion mono y
dimetilada de H3K4, una marca de genes transcripcionalmente activos (Shi et al.,
2004) Interesantemente, LSD1 es parte del complejo represor REST, que se
compone de REST, CoREST, BHC80 y BRAF35.

1.7 Complejo REST

REST es un represor transcripcional que reprime genes neuronales en tejidos no
neuronales, a través del reconocimiento del elemento de respuesta a REST (RE-1).
REST actia como una proteina de andamiaje que permite el reclutamiento de
distintos arreglos formados por factores transcripcionales y epigenéticos hacia
regiones gendmicas especificas. REST interacciona directamente con el cofactor
epigénetico CoREST, y a su vez este cofactor recluta a diversos factores
regulatorios complementarios, que pueden incluir a las histonas desacetilasas
HDAC1y HDAC2, a la proteina de unién a metil-CpG 2, la histona demetilasa LSD1,
BHCS80, Braf35, iBraf, las histonas metiltransferasas G9a y SUV39 y componentes
del complejo remodelador de cromatina SWI/SNF, entre otros (Hakimi et al., 2002;
Qureshi et al., 2010). (Fig. 6). En el caso de las células progenitoras neurales, al
iniciar la diferenciacién, los complejos represores de REST son sustituidos por
nuevos complejos que permiten la expresion de los genes neuronales. Un estudio
en la linea celular progenitora multipotente P19 describié que la expresién de la
proteina iBraf abroga la represion mediada por REST para genes responsivos a RE-
1 e induce la expresion de sinapsina 'y NeuroD2, un factor de transcripcion asociado
a la diferenciacion neuronal (Mirza & Zahid, 2018; Ravanpay et al., 2010; Wynder et
al., 2005). Por su parte, sinapsina en su estado desfosforilado se une a vesiculas
sinapticas en la superficie del citoplasma y al fosforilarse se disocia de las vesiculas
sinapticas y las movilizan permitiendo la exocitosis. Interesantemente, sinapsina
esta involucrada en la sinaptogenesis y la plasticidad neuronal y se ha reportado
que la alteracion de las sinapsinas se asocia a diversos desordenes neurologicos

como la enfemedad de Alzheimer’s (Mirza & Zahid, 2018).
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1.4.1.2 HMG20A/iBraf y HMG20B/Braf35

Las proteinas iBraf y Braf35 son claves en la regulacion de genes neuronales, y
funcionan en sentido contrario una de otra, por lo que en muchos casos muestran
patrones de expresion diferencial. iBraf se expresa principalmente en neuronas
maduras y es requerida para la induccion de fenotipos neuronales, mientras que,
Braf35 restringe su expresion en poblaciones de células progenitoras para mantener
la represion de genes especificos neuronales (Bianchi & Agresti, 2005). Se ha
reportado que iBraf forma homodimeros y se asocia al complejo LSD1-CoREST de
manera independiente a Braf35, involucrando su dominio coiled-coil y a través de la
interaccion con BHCB80 (Rivero et al., 2015). Adicionalmente, iBraf promueve el
reclutamiento de la metiltransferasa MLL a las regiones promotoras de los genes
neuronales, en donde MLL trimetila a la histona H3 en la lisina 4 (H3K4me3) y
consecuentemente activa la transcripcion para iniciar el programa de diferenciacion
(Wynder et al., 2005) (Fig. 6). Por su parte, Braf35 es necesaria para la correcta
localizacion de LSD1-CoREST en los genes blanco y, por lo tanto, para la correcta
represion de genes neuronales, incluyendo subunidades a de los canales de sodio
dependientes de voltaje SCN1A, SCN2A2 Y SCN3A, NeuroD2 y sinapsina
(Ceballos-Chavez et al., 2012). Adicionalmente, se reportd que la sumoilacion de
Braf35 es necesaria para su funcién de inhibicion de la diferenciacién neuronal, sin
embargo, cuando esta presente iBraf, estas dos proteinas forman heterédimeros, lo
que impide la sumoilacion de Braf35, impidiendo su interaccién con el complejo
LSD1-CoREST (Ceballos-Chavez et al., 2012).
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Figura 6. Complejo REST.

(A) Mediante interacciones con el elemento represor de 21pb (RE-1), REST regula la
expresion de una amplia variedad de genes neuronales y recluta al co-represor COREST,
a este complejo se unen las remodeladoras de histonas HDAC1/2, la proteina de
andamiaje BHCB80 y Braf35. Braf35 se une covalentemente con el péptido SUMO y recluta
a BHC110/LSD para reprimir genes neuronales especificos. Por su parte, REST recluta a
enzimas silenciadoras de genes como la metiltransferasa G9a para silenciar
efectivamente largas regiones de la cromatina, incluyendo genes que carecen de RE-1.
(B) iBraf se une a este complejo a través de la proteina BHC80, recluta a la
metiltransferasa MLL y activa la transcripcion genética que conduce a la diferenciacion
neuronal.

24



2 ANTECEDENTES

La principal caracteristica fenotipica de los pacientes DMD es la debilidad muscular
progresiva, sin embargo, una importante proporcion de pacientes con DMD muestra
alteraciones cognitivas. EI gen DMD es uno de los genes ligado al cromosoma X
gue causa retraso mental, y este se caracteriza por el funcionamiento suboptimo del
sistema nervioso central que resulta en limitaciones significativas en el
funcionamiento intelectual y comportamiento adaptativo, que se expresan en las
habilidades conceptuales, sociales y de adaptacion practica (Chiurazzi et al., 2008).
Se estimd que la prevalencia de la discapacidad intelectual diagnosticada en la
infancia, del afio 2014 al 2016, fue del 1.48% en nifios y del 0.90% en nifias
(Zablotsky et al., 2017), mientras que en pacientes con DMD se presenta

aproximadamente en el 20% de los casos (Banihani et al., 2015).

2.1 Mutaciones en la Dp71 y déficit cognitivo

Se ha reportado que las mutaciones en las regiones distales del gen DMD estan
asociadas con el déficit cognitivo. En diversos estudios realizados en pacientes con
DMD se observé una correlacion del genotipo con el fenotipo, indicando que
pacientes con DMD y con mutaciones que afectan a las isoformas cortas de la
distrofina, principalmente a la Dp71, tenian un menor coeficiente intelectual que los
pacientes con mutaciones en la parte proximal (Desguerre et al., 2009; Magri et al.,
2011; Milic Rasic et al., 2015; Taylor et al., 2010). En un estudio usando una cohorte
de 49 pacientes con DMD, se analizo la presencia de deleciones o duplicaciones a
lo largo de todo el gen. Los pacientes que obtuvieron menores puntuaciones en el
coeficiente intelectual, memoria verbal y habilidad lectora, presentarbn mutaciones
en la parte distal del gen que afectaron a las isoformas Dp140 y Dp71, las cuales
se expresan en el sistema nervioso. Adicionalmente, se reporté que la ausencia o
alteracion en los niveles del transcrito de la Dp71 en estos pacientes, correlacioné
con la deficiencia mental severa acompafada de problemas psiquiatricos y de

comportamiento (Moizard et al., 1998).
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En una cohorte de 20 pacientes DMD/BMD en la que se analizarén mutaciones en
el gen DMD de los exones 60 al 79, se identificaron dos mutaciones puntuales que
correlacionaron con déficit cognitivo (Tuffery et al., 1995). Adicionalmente, en una
cohorte de 26 pacientes DMD/BMD sin deleciones identificadas, se encontraron 7
pacientes con mutaciones puntuales entre los exones 65-74, de los cuales 5
pacientes fueron diagnosticados con retraso mental (Lenk et al., 1993). En otro
estudio realizado en una cohorte de 12 pacientes con DMD sin deleciones
detectadas, se analizaron mutaciones en el transcrito de la Dp71 y se reportarén 5
mutaciones puntuales que provocaron la terminacion temprana de la traduccion.
Interesantemente, los pacientes con estas mutaciones fueron diagnosticados con
retraso mental severo, sugiriendo que la ausencia o disminucion de la Dp71 esta
asociada al fenotipo cognitivo en la DMD (Moizard et al., 1998). Fortaleciendo esta
idea, un estudio comparativo de datos clinicos, cognitivos, moleculares y de
expresion en 81 pacientes DMD, reportd que una mayor proporcion de los pacientes
con afectacion en la Dp71 presentaron retraso mental severo, mientras que, los
pacientes que no presentan afectacion en la Dp71 presentaron coeficientes
intelectuales normales o en el limite. Ademas, un subgrupo de 9 de los pacientes
con severo retraso mental, evidencio la presencia de transcritos de Dp71 no
funcionales con la consecuente ausencia de la proteina en las células analizadas
(Daoud et al., 2009).

Por otra parte, un estudio realizado en una cohorte de 103 pacientes DMD demostré
gue en estos pacientes el trastorno por déficit de atencién e hiperactividad (TDAH)
se presenta mas frecuentemente en asociacibn con mutaciones que afectan la
expresion de la Dpl140 y de la Dp71 (Pane et al., 2012). Adicionalmente, en un
estudio que analiz6 el fenotipo neuropsiquiatrico en 130 pacientes DMD, se
encontré que el 64% de los pacientes con mutaciones que afectan a la Dp71
presentaron discapacidad cognitiva, mientras que para los pacientes con
mutaciones en la Dp427 y en Dp260, Dpl40 y Dpll6 el déficit cognitivo fuée
encontrado solo en el 25 y 15% respectivamente. Ademas, también se describio

gue una alta proporcién de pacientes DMD con mutaciones que afectan a la Dp71
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padecen trastornos del neurodesarrollo como desorden del espectro autista,

problemas de atencion e hiperactividad (Ricotti et al., 2016).

A pesar de que esta amplia variedad de estudios ha correlacionado diversas
mutaciones que afectan a la Dp71 con retraso mental, a la fecha se desconoce
como las alteraciones en esta isoforma desencadenan los problemas cognitivos.
Recientemente un estudio analiz6 células troncales pluripontentes (hiPCS)
diferenciadas a neuronas, de un paciente DMD con discapacidad intelectual media.
Este trabajo reportdé que el cambio de base en el intrén 70, que podria tener un
impacto en el proceso de splicing, provoca la disminucion de la expresion de la
distrofina Dp71, tanto en hiPCS como en sus derivados neuronales.
Interesantemente, también se observdO un aumento en los niveles de calcio
citoplasmatico, acoplado con una mayor expresion de la bomba de calcio SERCA2,
lo que podria indicar que al igual que en las células musculares, el calcio intracelular
podria tener un papel importante en el desarrollo de la patologia a nivel de sistema

nervioso (Ruggieri, Viggiano, et al., 2019).

El COOH-terminal de distrofina presenta un alto grado de conservacion de
nucleotidos y aminoacidos y se ha descrito que las deleciones genémicas en esta
region correlacionan con la severidad de la enfermedad, por lo que algunos estudios
han destacado la importancia de la region rica en cisteinas (Bies et al., 1992).
Interesantemente, en un paciente DMD se reporté una mutacion localizada en la
region rica en cisteinas, especificamente en el dominio ZZ, el cual esté involucrado
en la uniéon de Dp71 a B-distroglicano y en la importacion nuclear. Esta mutacion
provoca la sustitucion de un residuo conservado de cisteina por un residuo de
tirosina en la posicion 3340 de la distrofina (272 de la Dp71), el cual esta involucrado
en el acoplamiento de zinc en el dominio ZZ. El paciente reportado con esta
mutacion mostro6 el fenotipo muscular clasico de DMD, ademas de retraso mental y
ausencia de onbas b en un electroretinograma. En biopsias musculares se
observaron cantidades residuales de Dp427 y niveles reducidos de B-distroglicano.
Estos hallazgos indicaron que las funciones de la distrofina en el sistema nervioso

central dependen en cierta medida de la presencia de esta cisteina (Flanigan et al.,
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2009; Lenk et al., 1993). Por otra parte, un estudio en el que se empleo un plasmido
que codificaba para la region carboxilo terminal de la distrofina (a partir del dominio
WW completo) permitié confirmar que la sustitucion C272Y abate la union de las
distrofinas con B-distroglicano (Fujimoto et al., 2020; Ishikawa-Sakurai et al., 2004;
Vulin et al., 2014). Otra mutacién corta reportada en pacientes DMD en el dominio
ZZ, corresponde a una delecion de un codon para un aminoacido altamente
conservado, el acido glutamico en la posicion 3367 (299 de la Dp71). A pesar de
que el paciente con esta mutacion presentd un fenotipo DMD, el analisis de las
biopsias musculares mostré niveles y localizacion de la distrofina Dp427
disminuidos solo parcialmente, lo que sugiere que la mutacion E3367del es
suficiente para comprometer la funcién de la distrofina (Becker et al., 2003; Juan-
Mateu et al., 2015).

De acuerdo a lo antes descrito, a la fecha existe evidencia de que mutaciones en la
Dp71 estan asociadas con la presencia de déficit cognitivo en los pacientes DMD,
sin embargo, el papel de la Dp71 en el desarrollo de este déficit aun no ha sido
dilucidado, ni el papel que juegan las mutaciones en la Dp71 sobre las funciones de
esta proteina.

2.2 La asociacion de la Dp71 con las proteinas Braf35 e iBraf

Recientemente, un estudio reporté que B-distrobrevina, una proteina del DAPC se
asocia con las proteinas HMG20A/iBraf y HMG20B/Braf35, las cuales como se
menciond previamente participan en la regulacion de la expresion de genes
neuronales. Interesantemente, se encontré que B-distrobrevina forma parte de un
complejo proteico que se une a RE-1, y de esta manera B-distrobrevina tiene un
papel en la represion de la transcripcion de genes neuronales. Adicionalmente,
debido a que B-distrobrevina tiene una alta homologia con la Dp71, evaluaron
también la posible asociacion de Dp71 a estas proteinas. En un estudio de
interaccion con proteinas purificadas, se confirmé la asociacion de la Dp71 con las
proteinas iBraf y Braf35 (Artegiani et al., 2010a). Lo anterior resulta muy interesante,
ya que en diversos estudios se ha evidenciado la importancia de la Dp71 en el

correcto desarrollo de la diferenciacion neuronal. Se ha demostrado que la Dp71 es
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esencial para el crecimiento de las neuritas, ya que, al disminuir la expresion de
Dp71 (48%) e inducir la diferenciacidon, se observaron procesos neuriticos cortos
que no pudieron alargarse incluso aumentando el estimulo (Acosta et al., 2004).
Adicionalmente, en modelos neuronales sometidos a estimulos de diferenciacion,
los niveles de la Dp71 incrementaron como consecuencia de la regulacion a nivel
transcripcional (Villarreal-Silva et al., 2011) y sus isoformas presentaron una
relocalizacion subcelular diferencial; mientras que, la Dp71f se relocaliz6 de
citoplasma a extensiones neuriticas, la Dp71d se concentrd casi en su totalidad en
el nucleo, sugiriendo papeles especificos en el proceso de diferenciacion (Lazaro &
Vega, 2007). Lo anterior revela que la Dp71 tiene un papel importante en el
desarrollo y funcion neuronal, sin embargo, a la fecha no se conoce el mecanismo
preciso. De esta manera, la evidencia sobre la asociacién de la Dp71 con las
proteinas Braf35 e iBraf, sugiere que la Dp71 podria jugar un papel importante en
la regulacion de la transcripcion de genes asociados a la diferenciacion neuronal a

través de su participacion con estos complejos remodeladores de cromatina.

En este trabajo se analizara el efecto de las mutaciones que afectan al extremo
carboxilo terminal de las distrofinas, particularmente el dominio ZZ, y que han sido
reportadas en pacientes DMD, sobre las funciones de la Dp71, incluyendo la
asociacion y el papel de Dp71 sobre las funciones de las proteinas Braf35 e iBraf.
Los resultados de este estudio aportaran nueva informacién acerca de la relevancia
de las funciones de la Dp71 en el sistema nervioso central, y de este modo,
contribuiran a la comprensién de los mecanismos que conducen al desarrollo de
problemas cognitivos en los pacientes DMD que presentan mutaciones que afectan

a la isoforma Dp71.

29



3 JUSTIFICACION

La degeneracion muscular progresiva es el fenotipo principal de la DMD, sin
embargo, existe cada vez mas evidencia de la importancia de los problemas
cognitivos que se presentan en los pacientes, principalmente en aquellos con
mutaciones que afectan la region codificante del carboxilo terminal de las distrofinas.
El mecanismo molecular que lleva al desarrollo de los problemas cognitivos en estos
pacientes, asi como la participacion de la distrofina Dp71 en el desarrollo del
fenotipo DMD no han sido completamente esclarecidos. Por esta razon, en este
proyecto se plantea analizar el efecto de dos mutaciones que afectan al extremo
carboxilo de las distrofinas y que han sido reportadas en pacientes DMD, en las
funciones de la Dp71 en un modelo celular neuronal, y particularmente, en sus
funciones asociadas a las proteinas Braf35 e iBraf, las cuales regulan genes
neuronales especificos. Esto aportard informacion sobre la relevancia de las
funciones de la Dp71 en el sistema nervioso central y contribuirdn a la comprension
de los mecanismos fisiopatoldégicos que conducen al desarrollo de problemas
cognitivos en los pacientes con DMD con mutaciones que afectan a la isoforma
Dp71.
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4 HIPOTESIS

Las mutaciones Dp71-C272Y/E299del causan un efecto en las funciones de la
Dp71.

5 OBJETIVO GENERAL

Estudiar el efecto de las mutaciones Dp71-C272Y/E299del en la funcion de la Dp71

en un modelo celular neuronal.

5.1 Objetivos especificos

1.Determinar el efecto de las mutaciones puntuales Dp71-C272Y/E299del en la

localizacién subcelular de la Dp71.

2.Estudiar el impacto de las mutaciones puntuales Dp71-C272Y/E299del en la
localizacion subcelular de B-distroglicano.

3.Analizar el efecto de las mutaciones puntuales Dp71-C272Y/E299del en la

localizacion subcelular de las laminas A/C y B1.

4.Determinar el efecto de las mutaciones puntuales Dp71-C272Y/E299del en los
dominios asociados a ldmina (LADs) a través del analisis de la marca epigenética
H3K9me2.

5.Evaluar la asociacion de la Dp71 con Braf35 y el efecto de las mutaciones Dp71-

C272Y/E299del en la regulacién de sinapsina.

31



6 ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

CONSTRUCCION DE
VECTORES
GFP-Dp71
GFP-Dp71-C272Y
GFP-Dp71-E299del

LINEAS CELULARES
N1E-115
SHSYSY

CARACTERIZACION
Secuenciacion
Western Blot

TRANSFECCION
TRANSITORIA

LOCALIZACION
SUBCELULAR DE Dp71 Y
Dp71-C272Y Y Dp71-E299del

Inmunofluorescencia

PREDICCION DE LAS
ESTRUCTURAS PROTEICAS
Phyre2, I-TASSER, Raptor Xy

Swiss Model

VALIDACION DE LAS
ESTRUCTURAS
Ramachandran Plot

COMPARACION DE
ESTRUCTURAS
Dp71 vs Dp71-C272Y
Dp71 vs Dp71-E299del

LOCALIZACION
SUBCELULAR DE
B-DISTROGLICANO

Inmunofluorescencia

EFECTO SOBRE LA
LOCALIZACION DE LAMINA
ACy B1

Inmunofluorescencia

EFECTO SOBRE LOS
DOMINIOS ASOCIADOS A
LAMINA (H3K9me2)

Inmunofluorescencia
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LINEA CELULAR
N1E-115

LOCALIZACION
SUBCELULAR DE Braf35 E
iBraf
Inmunofluorescencia en
células no diferenciadas y
diferenciadas

INTERACCION DE Dp71
CON Braf35

Inmunoprecipitacion

TRANSFECCION
TRANSITORIA

EFECTO DE Dp71-C272Y Y
Dp71-E299del SOBRE LA
LOCALIZACION
SUBCELULAR DE
Braf35 E iBraf

Inmunofluorescencia

EFECTO DE Dp71-C272Y Y
Dp71-E299del SOBRE
SINAPSINA, REGULADA
POR Braf35/iBraf

RT-PCR
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7 MATERIAL Y METODOS

7.1 Cultivo celular

Las lineas celulares HeLa y N1E-115 se cultivaron en el medio DMEM
suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB) y penicilina/estreptomicina,
mientras que la linea celular SHSY5Y se cultivd en el medio EMEM/F12

suplementado con 10% de SFB y penicilina/estreptomicina.

7.2 Construccion de pladsmidos

Se realizaron ensayos de mutagénesis dirigida usando como molde al plasmido
pPEGFP-N1/Dp71 (Suéarez-Sanchez et al., 2014a). Las mutaciones de interés se

obtuvieron empleando los siguientes oligonucleotidos:

Oligos Tamano
(pb)

Forward: 5- ACATC TGC CAAAGC TACTTTTTT TCT

Dp71- GGT CG -3

C272Y | Reverse: 5- CGACC AGAAAAAAAGTAGCT TTG GCA
GAT GT -3

Forward: 5- T CCG ACT ACATCA GGA GAT GTT CGA

Dp71- GAC TTT GCC-3’
E299del | Reverse: 5- GGC AAAGTC TCGAACATC TCC TGATGT
AGT CGG A-Z3

31
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Tabla 3. Oligonucleotidos empleados en este estudio.
Las mutaciones en la Dp71 fueron generadas por mutagenesis sitio dirigida usando el
vector pGFP-Dp71 como base.

Las mutaciones en los plasmidos fueron verificadas, en primer lugar, por
secuenciacion. Posteriormente, los vectores fueron transfectados en las células
N1E-115 por 24 horas para confirmar la expresion de las proteinas a traves de

western blot, usando un anticuerpo anti-GFP.
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7.3 Andlisis bioinformaéatico

Las secuencias de la Dp71 (NCBI Reference Sequence: NP_004008.1), Dp71-
C2727Y y Dp71-E299del fueron ingresadas a distintos servidores, de los cuales los
modelos elegidos para este estudio fueron los modelos que predijo I-TASSER. Para
analizar cambios que las mutaciones C272Y y E299del pudieran causar en el
modelo de la Dp71, cada estructura fue analizada empleando Chimera.
Posteriormente, empleando la misma herramienta se realizé un sobrelapamiento de
las estructuras Dp71 vs Dp71-C272Y y Dp71 vs Dp71-E299del. Adicionalmente, se
analizo el efecto de la mutacion C272Y sobre la estructura de la Dp71 empleando
el servidor DynaMut y los resultados obtenidos fueron analizados en PyMOL.

7.4 Diferenciacién neuronal

Las células N1E-115 fueron sembradas en placas de cultivo o cubreobjetos al 50%
de confluencia. A las 24 horas se cambi6 el medio de cultivo suplementado con SFB
al 2% y DMSO al 1.25%. Se realizaron cambios de medio cada tercer dia y hasta el

5° dia, segun lo sugerido en la literatura (Clejan et al., 1996; Oh et al., 2005).

7.5 Transfeccioén

Las células N1E-115 6 SHSY5Y fueron sembradas al 70-80% de confluencia. A las
24 horas posteriores se realizd la transfeccién usando lipofectamina 2000 6
lipofectamina 3000 (Invitrogen, Carlsbad, California, USA), de acuerdo a las
especificaciones sugeridas por el fabricante y tras 24 horas las células fueron

lisadas o fijadas.

7.6 Inmunofluorescencia

Las células SHSY5Y y N1E-115 se cultivaron en cubreobjetos por 24 horas,
posteriormente, fueron fijadas con paraformaldehido (PFA) 4% en PBS a
temperatura ambiente por 10 minutos y permeabilizadas con triton X-100 0.2% en
PBS por 10 minutos a temperatura ambiente. El blogueo se realizdé con gelatina

0.5% y SFB 1.5% en PBS por 20 minutos a temperatura ambiente. Los anticuerpos
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primarios y secundarios se diluyeron en PBS con BSA 3%. Los anticuerpos
primarios se incubaron toda la noche a 4° Celsius, mientras que los anticuerpos
secundarios se incubaron por 1 horas a la misma temperatura. Las preparaciones
fueron montadas con VectaShield con DAPI (Vector Laboratories Inc. Burlingame,
CA, USA). Las imagenes fueron obtenidas por microscopia confocal y analizadas
usando el programa Imageld. Para los analisis de cuantificacion de células con
seflales anormales, se cuantificaron 100 células, derivadas de 3 ensayos
independientes. La significancia estadistica fue determinada aplicando un analisis

de ANOVA vy los datos fueron graficados usando el software GraphPad Prism 6.

7.7 Western blot

Para la extraccion de proteinas, las células fueron lisadas con el buffer de triple
detergente (50mM Tris CL pH 8.8, 150 mM NaCl, 0.1% SDS, 100 uyg/ml PMSF,
complete Roche 1X, 1% NP40, 0.5% deoxicolato de sodio). Cada muestra fue
sonicada con 3 pulsos de 10 segundos a 10% de amplitud y cuantificada usando el
kit DC BioRad Protein Assay. Las proteinas fueron separadas por electroforesis en
un gel SDS-poliacrilamida al 10%, y transferidas a 10 V por 30 minutos a una
membrana de nitrocelulosa. Las membranas fueron bloqueadas con leche
descremada e incubadas con el anticuerpo primario correspondiente durante toda
la noche a 4 °C. Las membranas fueron lavadas 3 veces en TBS-T 1X por 10
minutos, e incubadas a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario
correspondiente en leche descremada al 3% por 1 horas. Las membranas fueron
lavadas nuevamente en TBS-T 1X y reveladas usando el sistema de

guimioluminiscencia Western Lightning Plus-ECL de Perkin Elmer.

7.8 Inmunoprecipitacion

Los extractos proteicos totales se preclarificaron previamente con perlas de proteina
G-agarosa recombinante (Invitrogen, Carlsbab, CA, EE. UU.) Durante 2 horas a 4
°C; luego, las perlas se retiraron por centrifugacion a 1200 rpm durante 5 minutos y

los extractos pretratados se incubaron durante la noche a 4 °C con el anticuerpo
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Inmunoprecipitante apropiado. Se realizaron incubaciones paralelas con un
anticuerpo 1gGo irrelevante. Posteriormente, se agregaron 15 ul de proteina G-
agarosay se incubaron durante la noche a 4 °C. Los inmunocomplejos se recogieron
por centrifugacion durante 5 minutos a 2 500 rpm y se lavaron tres veces en Buffer
de lavado (Tris.HCI 50 mM [pH 8,0], NaCl 150 mM, PMSF 0,5 mM, y Triton X-100
0.5%,). Las proteinas precipitadas se separaron mediante SDS-PAGE y se
analizaron mediante Western Blot. Por otra parte, para los ensayos de interaccion
con las proteinas de fusion GFP, las inmunoprecipitaciones se realizaron utilizando
el sistema de perlas GFP-Trap® (Chromotek, Alemania) de acuerdo con las

instrucciones del fabricante.

7.9 Extraccion de RNA

La extraccion total de RNA de las células N1E-115 no diferenciadas e inducidas a
diferenciacion con un tratamiento con DMSO por 3 dias se llevé a cabo con TRIzol
(Cat. 5596018, Ambion) y siguiendo las especificaciones del proveedor. Con la
finalidad de eliminar el DNA residual se adiciono DNasa (RQ1 Rnase-Free Dnase
Cat. M6101, Promega). EI RNA fue cuantificado en el Nanodrop 2000 y su calidad
e integridad fueron evaluadas en un gel de agorosa al 1%.

7.10 RT-PCR

Para obtener el cDNA se uso el kit High Capacity cDNA Reverse Transcription (Cat.
4368814, Applied Biosystems) de acuerdo a las condiciones sugeridas por el
proveedor. La calidad del cDNA fue comprobada al evaluar la expresién del gen
TBP y la transfeccién fue comprobada por la expresion de un amplicon de la fusién
GFP-Dp71 por PCR punto final. Las reacciones se incubaron en el termociclador
con las siguientes condiciones: 90 °C por 5 minutos 32 ciclos de 94 °C por 30
minutos, el alineamiento se llevo a cabo a 55 °C por 30 segundos y 72 °C por 30

segundos, finalmente un ciclo de 72 °C por 10 minutos.

La expresion del gen sinapsina (SYN1) se evaluo por PCR tiempo real, la mezcla

de reaccidn se preparo con 5 uL de Power Up SYBR Green (Cat. A25742, Applied
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Bioystems), 0.5 mM de los oligonucledétidos, mas 100 ng de cDNA en un volumen
final de 10 uL. En paralelo, se evalud la expresién del gen B-actin como control
endogeno. Las reacciones se incubaron en el termociclador con las siguientes
condiciones: 50 °C por 2 minutos, 95 °C por 2 minutos, y 40 ciclos de 95 °C por 15
segundos, 55 °C por 15 segundos y 72 °C por 1 minuto.

Oligonucleétidos
Forward: 5-AAATGGTGTGCACAGGAG-3’
TBP Reverse: 5'-CTGGGTTTGATCATTCTGTA-3"
GFP- Forward: 5-CTCCCCAGGACACAAGCA-3’
Dp71 Reverse: 5'-CGCCCTTGCTCACCATGGT-3"
Forward: 5-AGCTCAACAAATCCCAGTCT-3’
SYN1 Reverse: 5'- CGGATGGTCTCAGCTTTCA -3°
Forward: 5- CGTGACAACGGCTCCGGCAT -3°
B-ACTIN | Reverse: 5- TCTCAAACATGATCTGGGTCATCTT-3"

Tabla 4. Oligonucleétidos empleados para PCR punto final y tiempo real
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8 RESULTADOS
8.1 Dp71-C272Y y Dp71-E299del forman agregados en células neuronales.

Con la finalidad de determinar el efecto de las mutaciones puntuales C272Y y
E299del de la Dp71 sobre las funciones nucleares de Dp71, el primer paso fué
obtener vectores que permitieran la expresion de las proteinas mutantes Dp71-
C272Y y Dp71-E299del (en colaboracion con el QF Daniel Ramos) (Fig 7A). El
vector pEGFP-N1/Dp71 contiene el promotor constitutivo de citomegalovirus y
permite la expresion de la proteina reportera GFP fusionada al extremo N-terminal
de Dp71. Usando la técnica de mutagénesis sitio dirigida sobre este vector, se
sustituy6 guanina por adenina para generar el cambio del codon TGC al codon TAC
y asi, sustituir a la cisteina del aminoacido 272 de Dp71 por tirosina (Dp71-C272Y).
Por otra parte, usando la misma técnica, se eliminé el triplete AGA para eliminar al
acido glutamico de la posicién 299 de Dp71 (Dp71-E299del). Para confirmar las
mutaciones Dp71-C272Y y Dp71-E299del, los vectores fueron secuenciados y
analizados por alineamiento multiple empleando el software MEGA-X (Fig 7B), lo
que permitié confirmar los cambios de bases esperados.

Para verificar que estos vectores fueran capaces de expresar a las proteinas de
fusion GFP-Dp71 WT y las mutantes Dp71-C272Y y Dp71-E299del, se realiz6 una
transfeccion transitoria de los vectores pEGFP-N1, pEGFP-N1/Dp71, pEGFP/Dp71-
C272Y y pEGFP/Dp71-E299del en la linea celular N1E-115. Tras 24 horas de
incubacion con los complejos lipidicos, las células se lisaron y los extractos
proteicos de analizaron en ensayos de western blot. Usando un anticuerpo anti-GFP
se observo la expresion de las proteinas Dp71, Dp71-C272Y y Dp71-E299del en los
pesos moleculares esperados, asi como la sefial correspondiente a actina, como
control de carga (Fig 7C). Con la finalidad de determinar si la presencia de las
mutaciones puntuales C272Y y E299del afectan la localizacion subcelular normal
de la Dp71, se realizaron transfecciones transitorias con los vectores previamente
descritos, en dos lineas celulares neuronales (N1E-115 y SHSY5Y) (Fig. 7D Y 7E)

y una linea celular epitelial (HeLa) (Fig. 7F). A las 24 horas post-transfeccion, las
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células se fijaron y se realiz6 una tinciébn con DAPI para marcar el nucleo celular.
Las imagenes que se muestran corresponden a cortes transversales obtenidos por
microscopia confocal. De acuerdo a lo esperado, la proteina GFP muestra una
localizacion tanto nuclear como citoplasmatica, mientras que la fusion GFP-Dp71 se
observa claramente en el citoplasma, y en menor cantidad en el ndcleo.
Interesantemente, en las células que expresaron a las formas mutantes de Dp71,
Dp71-C272Y y Dp71-E299del, se observo la formacion de agregados localizados
en el ndcleo y en el citoplasma, tanto en las lineas celulares neuronales N1E-115y
SHSY5SY (Fig 7D y 7E), como en la linea epitelial HeLa (Fig 7F). Se realiz6 una
cuantificacion de las células transfectadas que presentaron agregados, y se
encontré que mas del 50% de las células transfectadas con las proteinas mutantes
Dp71-C272Y y Dp71-E229del presentaban agregados. El analisis ANOVA revel6
que existe diferencia estadisticamente significativa en el nimero de células con
agregados cuando se expresan las mutantes Dp71-C272Y y Dp71-E299del, en
comparacion con las que expresan a la Dp71, en todas las lineas celulares (Fig. 7D-
7F).
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Figura 7. Dp71-C272Y y Dp71-E299del provocan la agregacion de Dp71 en lineas
celulares neuronales.
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(A) Representacion esquematica de la Dp71 fusionada a la proteina reportera GFP, que
muestra la ubicacion de las mutaciones C272Y y E299del. Los diferentes dominios estan
codificados por colores y etiguetados: WW, dominio WW; EF, dominio de manos EF; ZZ,
dominio ZZ; SBD, dominio de unién a sintrofina; DBD, dominio de union a distrobrevina.
(B) El alineamiento multiple de secuencias confirma el cambio de base que permite la
sustitucion de cisteina por tirosina en el aminoacido 272 de Dp71, y la eliminacion del
triplete AGA para eliminar el &cido glutdmico correspondiente al amino&cido 299 de Dp71.
(C) Las células N1E-115 fueron transfectadas e incubadas con los complejos lipidicos por
24 horas, posteriormente, los extractos totales se analizaron por western blot empleado
un anticuerpo especifico para GFP que revela la expresién de Dp71-C272Y y Dp71-
E299del, y se revelo actina, como control de carga. Las células fueron cultivadas en
cubreobijetos, transfectadas e incubadas con los complejos lipidicos por 24 horas,
posteriormente fijadas y tefiidas con DAPI para visualizar los ndcleos (azul). Las
imagenes corresponden a cortes transversales obtenidos por microscopia confocal en las
que se observa la sefal fluorescente de GFP y se observa la formacién de agregados
cuando se expresan las proteinas mutantes Dp71-C272Y y Dp71-E299del, en
comparacion con la sefial difusa de Dp71 en células SHSY5Y (D), N1E-115 (E) y HelLa
(F). El andlisis cuantitativo se realiz6 empleando el software GhapPrism 6 y el porcentaje
de células con agregados Dp71 vs Dp71-C272Y y Dp71 vs Dp71-E299del muestra
diferencias significativas indicadas por los valores de p obtenidas mediante el analisis
ANOVA (**, p<0.01; *** p<0.001; **** p<0.0001). Barra de escala: D-F, 10um.

8.2 Andlisis bioinformatico de Dp71-C272Y y Dp71-E299del

Debido a que la estructura de la Dp71 no ha sido cristalizada y con la finalidad de
conocer el posible efecto de las modificaciones C272Y y de E299del sobre la
estructura de la Dp71, lo que podria explicar la formacién de agregados tipo
homodimero, se ingreso la secuencia de aminoacidos de la Dp71 (NP_004006.1) y
de las mutantes Dp71-C272Y y Dp71-E299del a los servidores PHYRE2
(http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/~phyre2/html/page.cgi?id=index), I-TASSER
(https://zhanggroup.org/I-TASSER/), RaptorX (http://raptorx.uchicago.edu/) vy
SWISS-MODEL (https://swissmodel.expasy.org/). Los modelos que presentaron
mayor calidad estereoquimica fueron seleccionados con el analisis estructural de
enlaces psi-phi empleando la plataforma Ramachandran plot
(https://zlab.umassmed.edu/bu/rama/) como se describe mas adelante. Con base
en estos datos, los modelos predictivos de mayor calidad fueron obtenidos en el
servidor I-TASSER (Fig 8). Esta herramienta bioinformatica identifica en la libreria
PBD estructuras homologas usando LOMETS (Local Meta-Threading Server), que

es un algoritmo que consiste de multiples programas individuales de enhebrado
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para construir la topologia completa de los modelos. Las estructuras de regiones no
alineadas son creadas desde el inicio basadas en simulaciones de Monte Carlo de
intercambio de réplicas. A continuacion las estructuras son reensambladas
buscando las conformaciones de energia libre mas bajas y finalmente, los modelos

son refinados por diversos algoritmos (Yang & Zhang, 2015).
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Figura 8. Efectos de las mutaciones C272Y y E299del sobre la estructura de la Dp71.
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(A) La visualizacion y edicion en Chimera 1.16 de los modelos 3D obtenidos en el
servidor I-TASSER permitié distinguir la estructura de las proteinas Dp71y sus
mutantes, asi como los cambios estructurales producidos por las mutaciones
C272Y (B) y E299del (C).

La confiabilidad de cada modelo es medida cuantitativamente por el C-score, que
se calcula en funcion de la significancia de los alineamientos del templado y los
parametros de convergencia de las simulaciones del ensambaje de la estructura. El
valor del C-score va de -5 a 2, donde el C-score con el valor mas alto significa que
es un modelo con alta confianza. Asimismo, se considera que un valor mayor a -1.5
corresponde a un modelo que suele tener un plegamiento correcto (Yang & Zhang,
2015). Los modelos que se eligieron corresponden al C-score mas alto obtenido
para cada serie de resultados: de esta forma, el C-score del modelo de la Dp71
correspondio a -0.44, el modelo de Dp71-C272Y a -0.45 y finalmente, el modelo
Dp71-E299del a -0.43 (Tabla 5).

Estructuras | C-score | RMSD (A) | TM-score

Dp71 -0.44 8.7+4.6 | 0.66+0.13

Dp71-C272Y | -0.45 8.8+4.6 | 0.66+0.13

Dp71-E299del | -0.43 11.44+ | 0.53+0.15

Tabla 5. Parametros de los modelos estructurales de las proteinas Dp71, Dp71-
C272Y y Dp71-E299del obtenidos en el servidor I-TASSER.

TM score y RMSD son estandares para medir la similitud entre dos estructuras y medir la
precision del modelado cuando se conoce la estructura nativa, y cuando la estructura nativa
es desconocida se predice el puntaje TM y RMSD de los modelos en relacién con las
estructuras nativas basado en el C-score.

La validacién de los modelos se llevé a cabo empleando el Ramachandran Plot
Server que se basa en el examen de la estructura total de las proteinas
considerando los angulos de torsion phi (@) y psi (g) de los aminoacidos, analizando
en la estructura el contacto entre los atomos considerando sus radios de Van Der

Waals, y cada angulo de torsién que cause un choque de atomos correspondera a
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una conformacién estéricamente no permitida en el modelo (Choudhuri, 2014). Se
considera que en un modelo de buena calidad, mas del 90% de los aminoacidos se
encuentran en las regiones mas favorecidas (Muzammal et al., 2022), y es comun
gue un namero muy pequefio de valores se encuentren en regiones atipicas o no
permitidas ya que a menudo se encuentran relacionados a algunos aspectos
funcionales de la proteina (Richardson et al., 2018). Adicionalmente, el porcentaje
de calidad/precisiéon de los modelos se calculd6 sumando los nimeros residuos

incluidos en zonas preferenciales y zonas permitidas (Fig 9).

Dp71 Dp71-C272Y Dp71-E299del

Figura 9. Analisis Ramachandran de los modelos Dp71, Dp71-C272Y y Dp71-
E299del.

El analisis Ramanchandran Plot obtenido para los modelos Dp71, Dp71-C272Y y Dp71-
E299del muestra los residuos de cada modelo localizados en una region favorecida
(puntos verdes), region permitida (puntos cafés) y region no permitida (puntos rojos).

Los resultados del analisis Ramachandran de la estructura de las proteinas
demuestran que los modelos obtenidos en este trabajo presentan buena calidad y

estabilidad estereoquimica (Tabla 6).

Residuos en Residuos en | Residuos en Precision
Estructuras region region region no del modelo
favorecida (%) | permitida (%) | permitida (%) (%)
Dp71 92.19 5.98 1.82 908.18
Dp71-C272Y 92.19 5.98 1.82 98.18
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Dp71-E299del 89.68 7.65 2.66 97.34

Tabla 6. Analisis de las estructuras de las proteinas Dp71 y las mutantes Dp71-
C272Y y Dp71-E299del mediante Ramachandran plots.

El alto porcentaje de los residuos en las regiones favorecidas y permitidas en los modelos
Dp71, Dp71-C272Y y Dp71-E299del resulta en la alta precisién de todos los modelos
analizados, como se puede apreciar en la columna de la extrema derecha.

Posteriormente, para hacer un alineamiento estructural de los modelos de
proteinas, el alineamiento entre Dp71 y las estructuras mutantes Dp71-C272Y vy
Dp71-E299del fue realizado empleando la herramiena TM-Align contenida en el
servidor I-Tasser. De este andlisis, se obtuvieron los pardmetros TM-score y Root
Mean Square Deviation (RMSD). ElI TM-score analiza la similaridad topoldgica de
dos estructuras proteicas y sus valores van del 0 al 1, donde 1 indica una
coincidencia perfecta, y los valores mas altos indican una mayor similaridad con el
modelo nativo (Alapati et al., 2020). Por su parte, el RMSD indica la distancia
promedio entre los esqueletos de las proteinas superpuestas, y se considera que
los valores mayores que 0.15 constituyen perturbaciones estructurales significantes
que podrian tener implicaciones funcionales en la proteina (Moreira et al., 2013). De
esta manera, los resultados obtenidos indican que, respecto al modelo predicho de
la Dp71, las mutaciones Dp71-C272Y y Dp71-E299del dan lugar a estructuras
diferentes (TM-score) con perturbaciones estructurales significantes que podrian

tener efectos funcionales (RMSD) (Tabla 7).

Comparacion de modelos | TM-score | RMSD (A)

Dp71/Dp71 1 0
Dp71/Dp71-C272Y 0.9824 1.24
Dp71/Dp71-E299del 0.9523 1.74

Tabla 7. Indices obtenidos en el alineamiento estructural de los modelos
estructurales de las proteinas Dp71y las mutantes Dp71-C272Y y Dp71-E299del.
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Los modelos obtenidos en el servidor I-TASSER fueron comparados con la herramienta
TM-Align y los resultados indican diferencias significativas en el TM-score y RMSD entre
Dp71 vs Dp71-C272Y y Dp71 vs Dp71-E299del.

Posteriormente, se realizé una superposicion de estructuras, que es un método de
alineamiento de estructuras independente de su secuencia para comparar la
estructura de la Dp71 con Dp71-C272Y y Dp71-E299del. En el primer caso, fue
posible observar que tanto C272 y Y272 se encuentran en una hélice y en ambas
estructuras en el mismo posicionamiento; sin embargo, la mutacién Dp71-C272Y
causa cambios sutiles en el arreglo de las asas que forman parte de la estructura
con respecto al modelo de la Dp71. Por otra parte, la comparaciéon de la Dp71 contra
Dp71-E299del indica que los aminoacidos E299 y G299 se localizan en una posicion
distinta en cada modelo, ademas en la estructura Dp71-E299del se observan
cambios evidentes en la regidén cercana al aminoacido 299, por lo que su eliminacién
tiene un gran impacto en la estructura de la Dp71 (Fig 10B). Estas observaciones
coinciden con los resultados obtenidos con la herramienta TM-Align y descritos en
el parrafo anterior, que indican que respecto a Dp71, Dp71-E299del tiene mayores
diferencias que Dp71-C272Y y que sugieren que ambas mutaciones tienen efectos

funcionales potenciales sobre la Dp71.
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Glu299

Figura 10. Sobrelapamiento estructural de los modelos Dp71-C272Y y Dp71-E299del.
Los modelos 3D obtenidos en I-TASSER de la Dp71 (naranja) y las estructuras de las
proteinas mutantes Dp71-C272Y (azul) y Dp71-E299del (morado) se sobrelaparon con la
estructura de la Dp71. De esta manera, se observan a detalle los cambios en las
estructuras mutantes, cambios discretos y ligeros desplazamientos de las asas en el
sobrelapamiento de la mutante Dp71-C272Y vs Dp71 (A) y cambios mas evidentes en el
sobrelapamiento de la mutante Dp71-E299del que causan que el aminoacido 299 se
desplace y se encuentre en una posicion distinta respecto a la que ocupa en Dp71 (B).

Debido a que los cambios observados en la estructura de la Dp71-C272Y al
comparar con la estructura de la Dp71 fueron discretos, y con la finalidad de analizar
a detalle el posible efecto de esta mutacion sobre la estructura de la Dp71, se
ingres6 el modelo de la Dp71 al servidor Dynamut. Brevemente, Dynamut emplea
el “Normal Mode Analysis” (NMA) que estudia movimientos arménicos en un
sistema molecular, proporcionando informaciébn sobre su dinamica y
conformaciones accesibles; de esta manera, Dynamut permite predecir el efecto de
mutaciones puntuales sobre la estabilidad de la proteina (Rodrigues et al., 2018).
Adicionalmente, se sabe que la flexibilidad de los residuos expuestos en la
superficie proteica tiene un papel en el reconocimiento de los sitios de union durante
las interacciones proteina-proteina (Singh et al., 2021). Interesantemente, los

resultados obtenidos en nuestro analisis indican que la sustitucién de cisteina por
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tirosina en el aminoacido 272 de la Dp71 causa la disminucién de la flexibilidad de
la estructura, principalmente en 3 regiones. La primera region afectada va del
aminoacido 230 al 241, la segunda region del aminoacido 265 al 280 y finalmente,
del aminacido 295 al 300 y que se sefialan con color azul (Fig. 11A). La disminucién
de la flexibilidad en esta region se puede derivar del cambio de interacciones
atomicas, toda vez que la presencia de la cisteina puede generar puentes disulfuro
gue son esenciales para la funcidn de las proteinas, mientras que la tirosina es un
aminoéacido hidrofobico a causa de su anillo aromatico que puede interaccionar con

aminoacidos de la hélice localizada en esta region (Fig. 11B).

Region 2

T Tyr272

“
."‘
Region 3 . ‘, d >

'y

“~ Region 1

49



Figura 11. Analisis del efecto de la mutacién Dp71-C272Y empleando el servidor
DynaMut.

(A) El analisis de la flexibilidad de Dp71-C272Y determinado por la energia entrépica
vibratoria entre Dp71 y Dp71-C272Y que corresponde a AASvi, ENCoM: -1.173 kcal.mol
1 K1, indica que la mutacién causa la disminucién de la flexibilidad o rigidificacion de la
estructura principalmente en tres regiones que comprenden los aminoacidos 230 al 241
(region 1), 265 a 280 (region 2) y 295 al 300 (region 3). (B) Los residuos C272y Y272
estan coloreados en verde claro, en la Dp71 se muestran los enlaces de hidrogeno
existentes (rojo), mientras que la sustitucién por tirosina provoca un cambio en las
interacciones interatdmicas circundantes caracterizadas por contactos hidrofébicos
(verde) y enlaces de hidrégeno débiles (naranja).

En conjunto, los resultados de los andlisis bioinforméticos realizados indican, de
forma predictiva, que las mutaciones Dp71-C272Y y Dp71-E299del causan cambios
en la estructura de la Dp71 que pueden influir tanto en la arquitectura de las cadenas
laterales de esta proteina como en las interacciones de las regiones aledafias entre
si, lo que podria ocasionar modificaciones conformacionales localizadas que
explicarian la formacion de los agregados que se observan al expresar las proteinas

mutantes en distintas lineas celulares.

8.3 Los agregados Dp71-C272Y y Dp71-E299del tienen una localizacion

celular diferencial y causan alteraciones en la morfologia celular y nuclear.

Como se menciond previamente, las mutaciones analizadas en este trabajo se
ubican en el dominio ZZ de la Dp71. La cisteina correspondiente al aminoacido 272
de la Dp71 se localiza en el segundo dedo de zinc del domino ZZ de la Dp71,
mientras que, el aminoacido 299 se localiza en una region adyacente a los dedos
de zinc (Becker et al., 2003; Flanigan et al., 2009; Juan-Mateu et al., 2015; Lenk et
al., 1996). Previamente, se reportd que el dominio ZZ de la Dp71 esta involucrado
en la importacién nuclear de la Dp71 y que algunos aminoacidos dentro de este
dominio tienen un papel critico en la importacion nuclear. Uno de ellos fué la cisteina
272, ya que al sustituirla se observo la disminucion de la localizacion nuclear de una
construccion que contenia al dominio ZZ de la Dp71 fusionado a TetraGFP (Suarez-
Sanchez et al., 2014a). Sorpresivamente, en este trabajo encontramos que ambas
proteinas mutantes Dp71-C272Y y Dp71-E299del, retuvieron su capacidad de

localizarse en nucleo, aunque su distribucion se observo predominantemente en
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forma de agregados. Debido a que dichos agregados se observaron tanto en el
nucleo como en el citoplasma, y con la finalidad de determinar si la proporcion de la
distribucion subcelular de los agregados era la misma para ambas mutaciones, se
cuantifico el nuamero de células con localizacion de los agregados
predominantemente nuclear o predominantemente citoplasmatica, en la linea
celular N1E-115. En el caso de la expresion de la forma mutante Dp71-C272Y se
observd que, en el 40% de las céluas transfectadas los agregados se localizaron
exclusivamente en el nlcleo, en el 16% se localizaron solo en el citoplasmay en el
restante 44% se observaron en ambos compartimentos. Respecto a las células que
expresaron Dp71-E299del, en el 3.33% de las células se observaron agregados
exclusivamente en el ndcleo, en el 40% se observaron exclusivamente en el
citoplasma y en el 56% de las celulas se observaron en ambos compartimientos
celulares (Fig 12A). Lo anterior indica que, aunque ambas proteinas mutantes tienen
la capacidad de entrar al nucleo, estas tienen una localizacion diferencial, siendo la
Dp71-C272Y mayoritariamente nuclear y la Dp71-E299del mayoritariamente

citoplasmatica, con respecto a la Dp71 silvestre.

Previamente, se ha reportado que la proteina Dp71 tiene un papel importante en el
mantenimiento de la estructura nuclear, ya que se ha descrito su interaccion con
proteinas como lamina B1, emerina'y miembros del complejo DAP nuclear (Fuentes-
Mera et al., 2006; Suarez-Sanchez et al., 2014; Villarreal-Silva et al., 2011). Para
iniciar la evaluacion del efecto de las mutaciones Dp71-C272Y y Dp71-E299del
sobre la morfologia nuclear, usando el programa Image J, se analizd la
circularidad/redondez y el area de los nucleos tefiidos con DAPI. A partir de células
N1E-115 trasfectadas con los vectores de estudio, se observo que las células que
expresan a las formas mutantes de Dp71 tienen una morfologia nuclear alterada, lo
cual es evidenciado por la disminucion del area nuclear y alteraciones en la
circularidad de las células (Fig. 12B). Usando el programa Image J, se cuantifico el
area nuclear y la circularidad en células N1E-115 transfectadas transitoriamente, lo
que demostrO que la sobreexpresion de las proteinas mutantes causa una

disminucién estadisticamente significativa en el area nuclear cuando se expresan
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las proteinas mutantes Dp71-C272Y y Dp71-E299del; mientras que la circularidad
se vi6 afectada solo cuando se expresa Dp71-C272Y (Fig 12B). Lo anterior muestra
gue efectivamente, la presencia de las formas mutantes de la Dp71 que se estudian

en este trabajo, altera la morfologia del nucleo celular.

Ademas de su papel en el nucleo, la proteina Dp71 tiene un papel muy importante
para el mantenimiento de la integridad de la membrana citoplasmatica y permite la
union entre la matriz extracelular y el citoesqueleto de actina (Hemmings et al.,
1992; Sjéblom et al., 2008; Way et al., 1992) Esta funcién, en conjunto con las
alteraciones morfoldgicas observadas en el nucleo nos llevaron a estudiar si las
mutaciones también afectaban la morfologia celular, a través del analisis del
citoesqueleto formado por los filamentos de actina. Para esto, células SHSY5Y
transfectadas con los vectores de estudio, fueron tefiidas con faloidina para marcar
la actina filamentosa. Usando microscopia de epifluorescencia se pudo observar un
menor tamafio del citoesqueleto y una clara afectacion de los filamentos de actina,
cuando se expresaron las proteinas mutantes Dp71-C272Y en comparacion al
control Dp71 (Fig 12C). La cuantificacién del area celular usando el programa
ImageJ confirmo que la presencia de la mutacién C272Y provoca una disminucion
estadisticamente significativa del area celular, mientras que la tendencia observada

con la mutacion E299del no fue estadisticamente significativa.

En conjunto, lo anterior revela que las mutaciones Dp71-C272Y y Dp71-E299del,
son suficientes para alterar la distribucion subcelular de la Dp71, y afectan la
morfologia nuclear y celular. Esto sugiere que, en consecuencia, las mutaciones en

la Dp71 podrian alterar las funciones de la Dp71 en distintos niveles.
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Figura 12. Efecto de los agregados Dp71-C272Y y Dp71-E299del sobre la morfologia
celular y nuclear.

(A) Las células fueron cultivadas en cubreobjetos, transfectadas e incubadas con los
complejos lipidicos por 24 horas, posteriormente fijadas y tefiidas con DAPI para
visualizar los nucleos (azul). Las imagenes corresponden a cortes transversales obtenidos
por microscopia confocal. El andlisis de la localizacién subcelular de los agregados de
Dp71-C272Y y Dp71-E299del, muestra la ubicacion celular diferencial de los agregados
en las células N1E-115. (B) El andlisis morfométrico muestra una reduccion significativa
del area nuclear de las células que expresan proteinas mutantes y cambios en el indice
de circularidad de las células que expresan Dp71-C272Y. (C) El analisis morfométrico
muestra una reduccion significativa del area celular tefiida con faloidina (azul) en las
células SHSYS5Y y que expresan ambas proteinas mutantes. El analisis cuantitativo se
realizo empleando el software GhapPrism 6 y las diferencias significativas se indican
mediante los valores de p obtenidos mediante el analisis ANOVA (*, p<0.05; **, p<0.01).
Barra de escala: A-B: 5 umy C: 20 ym.

8.4 Dp71-C272Y/E299del causa la deslocalizacion subcelular de B-
distroglicano

Como anteriormente se ha mencionado, la Dp71 se asocia con proteinas de
complejo DAP, que une al citoesqueleto de actina con la matriz extracelular
(Matsumura & Campbell, 1994). Por su parte, el complejo DAP nuclear esta
constituido por las proteinas B-distrobrevina y B-distroglicano, y se ha reportado que
la Dp71 estabiliza este complejo y mantiene los niveles de B-distroglicano (Villarreal-
Silva et al.,, 2010). Adicionamente, se ha comprobado que la Dp71 se une
directamente con B-distroglicano a través de los dominios WW, EF y ZZ de la
distrofina (Chung & Campanelli, 1999; Grabarek, 2006; Huang et al., 2000; Jung et
al., 1995; Rentschler et al., 1999) y que dentro del dominio ZZ, algunos residuos
como la cisteina 3340 (272 de la Dp71) son cruciales para la union de estas
proteinas (Hnia et al., 2007; Ishikawa-Sakurai et al., 2004; Vulin et al., 2014). En un
paciente con DMD que tenia la sustitucion de cisteina por tirosina en el aminoéacido
3340 en la distrofina (C272Y de la Dp71) y que presentaba el fenotipo cognitivo de
la DMD, se observo la reduccion de B-distroglicano en una biopsia muscular, lo que
revela la importancia de la Dp71 para mantener los niveles de esta proteina. Debido
a lo anterior, en este trabajo decidimos evaluar el efecto de las mutaciones Dp71-
C272Y y Dp71-E299del en la localizacidon subcelular de B-distroglicano en las lineas

celulares SHSY5Y y N1E-115, usando inmunofluorescencia acoplada a microscopia
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confocal. Las imagenes obtenidas al expresarse las proteinas Dp71-C272Y y Dp71-
E299del muestran un patron de inmunotincion alterado, caracterizado por la pérdida
del caracteristico anillo de B-distroglicano y por su relocalizacion hacia el
citoplasma, en ambas lineas celulares (Fig. 13A y 13B). Lo anterior indica que las
mutaciones analizadas tienen un impacto sobre la localizacion subcelular de [B3-
distroglicano, posiblemente comprometiendo la integridad del complejo DAP
nuclear y citoplasmatico, y afectando las funciones propias de B-distroglicano, toda
vez que se ha reportado que B-distroglicano cumple un importante papel en ambos

compartimentos (Vélez-Aguilera et al., 2018).
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Figura 13. Dp71-C272Y y Dp71-E299del causan la deslocalizacién de B-distroglicano
en lineas celulares neuronales.

(A) Las células fueron cultivadas en cubreobjetos, transfectadas e incubadas con los
complejos lipidicos por 24 horas, posteriormente fijadas y tefiidas con un anticuerpo anti-
B-distroglicano (rojo) y posteriormente contratefiidas con DAPI para visualizar los nucleos
(azul). Las imagenes corresponden a cortes transversales obtenidos por microscopia
confocal. La localizacion subcelular de B-distroglicano se ve alterada y se reubica hacia el
citoplasma en las células SHSY5Y (A) y N1E-115 (B) que expresan Dp71-C272Y y Dp71-
E299del, en comparacion con las células control. Barra de escala: A-B 10 ym.
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8.5 Dp71-C272Y y Dp71-E299del causan la deslocalizacion de la lamina

nuclear.

Se ha descrito que la proteina Dp71 se asocia con diversas proteinas nucleares,
incluyendo lamina B1 (Villarreal-Silva et al., 2011). La lamina B1 forma parte de la
lamina nuclear, la cual es una red fibrilar que se intercala entre la cromatina y la
envoltura nuclear, y que se asocia a importantes funciones tales como, el
mantenimiento de la organizacion nuclear, estabilidad mecénica, organizacion de la
cromatina, sefalizacion, regulacion de genes, estabilidad genémica y diferenciacion
celular (Worman, 2012). La Dp71 se une directamente a lamina B1l, y se ha
demostrado que la disminucién de los niveles de Dp71 provoca una disminucion de
los niveles de ldmina B1 y un desarreglo de la lamina nuclear (Villarreal-Silva et al.,
2011). Debido a lo anterior, quisimos evaluar el efecto de las proteinas mutantes
Dp71-C272Y y Dp71-E299del sobre la localizacion subcelular de la lamina B1 en
las lineas celulares SHSY5Y y N1E-115, usando inmunofluorescencia acoplada a
microscopia confocal. Las imagenes obtenidas muestran un patron de
inmunotincion alterado de la lamina B1, caracterizado por su disminucién en la
lamina nuclear, localizacion aberrante en citoplasma y la formacion de agregados
(células afectadas) (Fig. 14Ay 14B). A partir de estas imagenes se realiz6 el conteo
de células que presentarén afectaciones en la lamina Bl en tres ensayos
independientes y los datos fueron analizados con una prueba ANOVA. Se encontré
que en ambas lineas celulares existe diferencia estadisticamente significativa en el
namero de células con alteraciones en lamina B1 cuando se expresan Dp71-C272Y
y Dp71-E299del, en comparacion con Dp71, en ambas lineas celulares (Fig 14C).
Estos resultados sugieren que la expresion de las formas mutantes Dp71-C272Y y
Dp71-E299del tiene un impacto relevante sobre la integridad de la lamina y la

morfologia nuclear.
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Figura 14. Dp71-C272Y y Dp71-E299del causan la deslocalizacion de lalamina B1 en
lineas celulares neuronales

Las células fueron cultivadas en cubreobjetos, transfectadas e incubadas con los
complejos lipidicos por 24 horas, posteriormente fijadas y tefiidas con un anticuerpo anti-
lamina B1 (rojo) y posteriormente contratefiidas con DAPI para visualizar los nacleos
(azul). Las iméagenes corresponden a cortes transversales obtenidos por microscopia
confocal. Lamina B1 se muestra relocalizada hacia el citoplasma en las células SHSY5Y
(A) y N1E-115 (B) que expresan Dp71-C272Y y Dp71-E299del en comparacién con el
control. El andlisis cuantitativo se realizd6 empleando el software GhapPrism 6 y el
porcentaje de células con expresion de Dp71 afectadas frente a las que expresan Dp71-
C272Y y a Dp71-E299del muestra diferencias significativas indicadas por los valores de p
obtenidos mediante el analisis ANOVA (**, p<0.01) (C). Barra de escala: A-B 10 ym.
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A continuacién, procedimos a analizar el efecto de las mutaciones Dp71-C272Y y
Dp71-E299del sobre la localizacion de lamina A/C, la cual es otra proteina de la
lamina nuclear (de Leeuw et al., 2018). Si bien a la fecha no se ha descrito su
asociacion con Dp71, se ha demostrado que lamina A/C se asocia con -
distroglicano (Martinez-Vieyra et al., 2013) y que su localizacién es alterada cuando
disminuyen los niveles de a-distrobrevina (Aguilar et al.,, 2015). Usando
inmunofluorescencia acoplada a microscopia confocal observamos que tanto en la
linea celular SHSY5Y, como en N1E-115, la lamina A/C se deslocalizo de la lamina
nuclear y se relocalizé parcialmente al citoplasma (células afectadas), en presencia
de las formas mutantes de la Dp71 (Fig. 15A y 15B). Un andlisis estadistico ANOVA
demostré que las diferencias en el porcentaje de células afectadas fueron
estadisticamente significativas, cuando se compararon las células transfetadas con
las mutantes de Dp71 con respecto a las células transfectadas con la Dp71 sin
mutaciones (Fig. 15C). Las alteraciones observadas en la localizacion de la lamina
Bl y la lamina A/C, demuestran que la Dp71 es relevante para la integridad de la
lamina nuclear, lo que sugiere que la expresion de las formas mutantes de la Dp71,

altera las funciones asociadas a esta estructura.
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Figura 15. Dp71-C272Y y Dp71-E299del causan la deslocalizacion de la lamina A/C
en lineas celulares neuronales.

(A) Las células fueron cultivadas en cubreobjetos, transfectadas e incubadas con los
complejos lipidicos por 24 horas, posteriormente fijadas y tefiidas con un anticuerpo anti-
lamina A/C (rojo) y posteriormente contratefiidas con DAPI para visualizar los ndcleos
(azul). Las imagenes corresponden a cortes transversales obtenidos por microscopia
confocal. La localizacion subcelular de lamina A/C se muestra alterada y parcialmente
reubicada hacia el citoplasma en las células SHSY5Y (A) y N1E-115 (B) que expresan
ambas proteinas mutantes en comparacion con el control. El andlisis cuantitativo se
realiz6 en GraphPrism 6 y el porcentaje de células afectadas muestra diferencias
estadisticamente significativas indicadas por los valores de p obtenidos mediante el
analisis ANOVA (*, p<0.05) (C). Barra de escala: A-B 10 ym.
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8.6 La expresion de Dp71-C272Y y Dp71-E299del altera la marca epigenética
H3K9me3.

Una de las principales funciones asociadas a la lamina nuclear, consiste en la
organizacion de regiones del genoma en dominios llamados Dominios Asociados a
Lamina (LADs). Estos dominios se asocian con regiones de la cromatina con baja
densidad génica, y estan enriquecidos en H3K9me2 y H3K9me3, dos marcas de
histona asociadas a heterocromatina constitutiva, por lo que la mayoria de los genes
ubicados en los LADs estan reprimidos o se expresan en bajos niveles (Roopra et
al., 2004; Yan et al., 2020). Debido a las alteraciones observadas en la localizacion
subcelular de las ldminas B y A/C, nos preguntamos si la expresién de Dp71-C272Y
y Dp71-E299del también tendria un efecto sobre la organizacion de los dominios
LADs. Para esto, evaluamos la distribucion nuclear de la modificacion de histona
H3K9me2 usando inmunofluorescencia acoplada a microscopia confocal en las
células N1E-115. Las imagenes obtenidas muestran un patron de inmunotincion
irregular de H3K9me2 cuando se expresan Dp71-C272Y y Dp71-E299del (Fig.
16A). Adicionalmente, el andlisis de la densidad integrada que corresponde al
producto del &reay el valor medio de grises, no mostro diferencias estadisticamente
significativas entre los valores de la Dp71 y Dp71-C272Y/Dp71-E299del (Fig. 16B).
Sin embargo, al analizar el perfil de intensidad a lo largo de una linea observamos
un patrén alterado; mientras que en las células que expresan a la Dp71, la sefial de
la marca H3K9me2 se concentra en la periferia nuclear, en las células que expresan
a las proteinas mutantes, la sefial de la marcar H3K9me2 se distribuye
homogéneamente a través de todo el nacleo (Fig. 16C). Lo anterior sugiere que la
Dp71 tiene un papel importante en la organizacion de los dominios LADs y por

consiguiente en la distribucion de la heterocromatina.
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Figura 16. Dp71-C272Y y Dp71-E299del causan la deslocalizacion de la
heterocromatina revelada por la marca epigenetica H3K4me2.

(A) Las células fueron cultivadas en cubreobjetos, transfectadas e incubadas con los
complejos lipidicos por 24 horas, posteriormente fijadas y tefiidas con un anticuerpo anti-
H3K9me2 (rojo) y posteriormente contratefiidas con DAPI para visualizar los nucleos (azul).
Las imégenes corresponden a cortes transversales obtenidos por microscopia confocal. La
marca H3K9me2 muestra una alteracion en la distribucién de su sefial en las células
SHSY5Y que expresan ambas proteinas mutantes respecto al control. La densidad
integrada de la sefial H3K9me2 no mostro diferencias estadisticamente significativas entre
las células que expresan Dp71-C272Y o Dp71-E299 y el control. (B) El andlisis de perfil de
linea muestra la alteracién del patrén de fluorescencia de la marca H3K9me2 cuando se
expresan proteinas mutantes, en comparacion con el control. Barra de escala: Ay C 10 ym.
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8.7 La Dp71 participa en la regulacion de la expresion de genes RE-1 a traves
de su asociacion con Braf35.

Como se menciond previamente, la modificacidon de histona H3K9me2 es parte
importante para la regulacion de la transcripcion de genes neuronales, mediada por
el complejo REST. Para esto, la metiltransferasa G9a es reclutada por el complejo
REST para dimetilar a H3K9, y la demetilasa LSD1 para desmetilar a H3K4, y asi
consolidar la represion genética en células no neuronales (Li et al., 2019). El
complejo REST ademas incluye otras proteinas como, CoREST, BHC80 y Braf35 e
iBraf (Annese et al., 2016), que contribuyen a la regulacion de la expresion de genes
neuronales a través de la remodelacion de la cromatina (Annese et al., 2016;
Ceballos-Chéavez et al., 2012). Interesantemente, se ha descrito que las proteinas
Braf35 e iBraf también se asocian con distrobrevina, y ensayos de interaccion in
vitro indicaron una posible asociacion con Dp71 (Artegiani et al., 2010b).
Previamente, se ha reportado que la Dp71 participa en la diferenciacion neuronal
(Acosta et al., 2004; Marquez et al., 2003; Villarreal-Silva et al., 2010). Sin embargo,
a la fecha no ha sido completamente descrito su papel en la regulacion de este
proceso. Por esta razon, en este trabajo nos propusimos evaluar la posible
asociacion entre la Dp71 y las proteinas Braf35 e iBraf, e iniciar el estudio del papel
de la Dp71 sobre las funciones de estas proteinas. Con el objetivo de corroborar la
interaccion entre la distrofina Dp71 y Braf35 se realizaron pruebas de interaccion in
vivo, usando ensayos de inmunoprecipitacion y de GFP-Trap. Se realizé la
inmunoprecipitacion con un anticuerpo anti-Braf35, usando extractos totales de
células N1E115. El inmunoprecipitado fue analizado por inmunodeteccion en fase
sélida con el mismo anticuerpo inmunoprecipitante, como control, y con un
anticuerpo anti-Dp71. El resultado confirmé que la proteina Dp71 se une in vivo a
Braf35 (Fig 17A). Adicionalmente, se realizaron ensayos de GFP-Trap utilizando
extractos de células N1E-115 transfectadas con vectores que expresan GFP, como
control, y GFP-Dp71. Los resultados confirmaron que las proteinas Dp71 y Braf35
estan asociadas in vivo, ya que se observé una banda de unidn especifica en el
GFP-Trap de la fusion GFP-Dp71, pero no usando solo GFP (Fig 17B).Con el
objetivo de estudiar la colocalizacion de la Dp71 con Braf35 en células N1E115
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diferenciadas y no diferenciadas, se realizaron ensayos de colocalizacion usando
anticuerpos especificos para cada proteina. Para esto, las células N1E-115 fueron
sembradas en cubreobjetos e inducidas a diferenciacion por 5 dias. La presencia
de extensiones neuriticas observada a través de campo claro permitio confirmar la
diferenciacion de las células a un fenotipo neuronal. Adicionalmente, se evalué por
inmunofluorescencia a la proteina MAP2, la cual es usada como marcador de
diferenciacion (Gusel'nikova & Korzhevskiy, 2015; Lauzon et al., 2017). Como se
esperaba, en las células N1E-115 diferenciadas, MAP2 mantiene cierta localizacion
en el ndcleo, pero se enriquece en el citoplasma y particularmente hacia las
prolongaciones neuriticas, confirmando la correcta diferenciacion de las células
N1E-115 (Fig 17C).

A continuacion, para verificar la posible colocalizacion de Dp71 con Braf35 se
realizaron ensayos de inmunofluorescencia doble acoplada a microscopia confocal
en células N1E-115 no diferenciadas e inducidas a diferenciacion. Previamente se
ha descrito que ante un estimulo de diferenciacion neuronal Dp71 se concentra en
nacleo, pero parte de la sefial se relocaliza a citoplasma y a las extensiones
neuriticas (Marquez et al., 2003; Rodriguez-Mufioz et al., 2015). Interesantemente,
en nuestro ensayo se observé que en células no diferenciadas las proteinas Dp71
y Braf35 se localizaron predominantemente en el ndcleo, pero después de la
diferenciacion Braf35 y Dp71 fueron relocalizadas al citoplasma, en donde ademas

se observan en las extensiones neuriticas (Fig. 17D).

Como un primer abordaje sobre la importancia funcional de estas interacciones, se
realizarén ensayos de transfeccidn transitoria con los vectores que expresan a las
mutantes Dp71-C272Y y Dp71-E299del en células SHSY5Y, seguidas de ensayos
de inmunofluorescencia para identificar a la proteina Braf35. En las células sin
transfectar se observo la distribucion nuclear de Braf35, la cual se mantiene al
sobreexpresar a la proteina reportera GFP (control) y fusionada a la Dp71. Sin
embargo, la sobreexpresién de las mutantes Dp71-C272Y y Dp71-E299del causa
un importante efecto sobre la proteina Braf35, caracterizado su deslocalizacion
hacia el citoplasma (Fig. 17E). Lo anterior apunta hacia una relacion funcional entre
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Dp71 y Braf35, y sugiere que la Dp71 podria estar involucrada en el proceso de
diferenciacién a través de su asociacion con Braf35.

A B
IP GFP GFP-Dp71
kDa |nput IgGO Braf3s kDa |nput B Un Input B Un

71-‘— === Dp71 35-' ‘ s Braf3s

100- - Dp71
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DAPI MAP2 Sobre-  Campo DAPI GFP Braf3s  oPre
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Figura 17. Dp71 se asocia con Braf35 y afecta su distribucion.

(A) Las células N1E-115 fueron transfectadas e incubadas con los complejos lipidicos por
24 horas, posteriormente, los inmunoprecipitados totales de Braf35 de células N1E-115 se
sometieron a andlisis de Western Blot con anticuerpos especificos para Braf35y Dp71y
se reveld la interaccién de Dp71 con Braf35. (B) Los lisados de células N1E-115
transfectadas transitoriamente para expresar GFP-Dp71 se inmunoprecipitaron usando
GFP-Trap y las proteinas inmunoprecipitadas se sometieron a analisis de Western blot
con anticuerpos contra Braf35 y GFP; Un, proteinas no unidas; B, proteinas unidas. (C)
Las células N1E-115 fueron cultivadas en cubreobjetos y se diferenciaron con tratamiento
con DMSO, se fijaron 1 dia después de la siembra (sin diferenciar, ND) y 5 dias después
del tratamiento (diferenciadas, DIF). La extension de las neuritas propias de la
diferenciacion neuronal fué revelada por inmunofluorescencia usando un anticuerpo anti-
Map2 (rojo) y se realizo una contratincién con DAPI para revelar los nacleos (azul). (D)
Las celulas fueron tefiidas con un anticuerpo anti-Braf35 (rojo) y posteriormente
contratefiidas con DAPI para visualizar los nucleos (azul). Las imagenes corresponden a
cortes transversales obtenidos por microscopia confocal y la inmunofluorescencia dual de
la Dp71 (verde) y Braf35 (roja) muestra una relocalizacién de Braf35 hacia el citoplasma
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en respuesta al proceso de diferenciacion, lo cual coincide con la relocalizacion de la
Dp71. (E) La inmunofluorescencia de Braf35 (rojo) en células transfectadas con las
porteinas mutantes muestra que Braf35 se relocaliza al citoplasma y su sefal se agrupa
en presencia de Dp71-C272Y y Dp71-299del en células SHSY5Y (E) y N1E-115 (F). Barra
de escala: C 20 ym y D-E 10 pm.

Por otra parte, con el objetivo de estudiar la colocalizacion de la Dp71 con iBraf, en
células N1E-115 diferenciadas y no diferenciadas, se realizaron ensayos de
colocalizacion usando un anticuerpo anti-iBraf, en células N1E-115 no diferenciadas
e inducidas a diferenciacion (Fig 18A). Se observo que en células no diferenciadas
las proteinas Dp71 e iBraf se localizaron predominantemente en el nicleo, mientras
gue luego de la diferenciacion, Dp71 se relocaliza importantemente a citoplasma e
iBraf mantiene su localizacién predominantemente nuclear y solo se relocaliza
parcialmente a citoplasma (Fig. 18A). Posteriormente, se realizar6n ensayos de
transfeccion con los vectores que expresan a las mutantes Dp71-C272Y y Dp71-
E299del en células N1E-115, seguidas de ensayos de inmunofluorescencia para
identificar a la proteina iBraf. En las células sin transfectar se observé la distribucion
nuclear de iBraf, la cual se mantiene al sobreexpresar a la proteina reportera GFP
(control) y fusionada a la Dp71. Sin embargo, la sobreexpresion de las mutantes
Dp71-C272Y y Dp71-E299del causan un importante efecto sobre iBraf,
caracterizado por la disminucion de sus niveles en el nucleo y su deslocalizacion
hacia el citoplasma en las lineas celulares SHSY5Y (Fig 18B) y N1E-115 (Fig 18C).

En conjunto, los hallazgos sobre la localizacion subcelular de Braf35 e iBraf son
consistentes con su funcion, y los resultados indican que la integridad de la Dp71
es necesaria para la correcta localizacion de Braf35 e iBraf, ya que la expresion de
las formas mutantes de Dp71 provoca la deslocalizacion de Braf35 e iBraf, lo que
podria afectar sus funciones y de esta manera, al proceso de diferenciacion
neuronal. Ademas, dichos resultados sugieren que, ante el estimulo de
diferenciacion, la Dp71 podria tener un papel en la relocalizacion de Braf35 hacia
citoplasma, lo que contribuiria a la liberacion de la represion de genes neuronales

mediada por Braf35 y el complejo REST.
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Figura 18. Dp71-C272Y y Dp71-E299del causa la deslocalizacién de iBraf

(A) Las células N1E-115 fueron cultivadas en cubreobjetos y se diferenciaron con
tratamiento con DMSO, se fijaron 1 dia después de la siembra (sin diferenciar, ND) y 5 dias
después del tratamiento (diferenciadas, DIF) La inmunofluorescencia dual de la Dp71
(verde) e iBraf (rojo) muestra una mayor colocalizacion de estas proteinas en el nucleo de
las células ND vy las células DIF. (B) Las células fueron cultivadas sobre cubreobjetos,
transfectadas e incubadas con los complejos lipidicos por 24 horas, posteriormente fijadas
y tefiidas con un anticuerpo anti-iBraf (rojo) y posteriormente contratefiidas con DAPI para
visualizar los nucleos (azul). iBraf (rojo) se muestra reubicado en el citoplasma y su sefial
agrupada en células SHSY5Y (B) y N1E-115 (C) y que expresan ambas proteinas mutantes
en comparacion con el control. Barra de escala: C 20 um y D-E 10 ym.

66



8.8 La Dp71 regulala expresion de sinapsina.

Como se menciond previamente, se ha reportado que parte del programa de
diferenciacion neuronal involucra a las proteinas Braf35 e iBraf, a través de su
participacion en el complejo REST, el cual regula genes con el elemento RE-1
(Bianchi & Agresti, 2005; Wynder et al., 2005). De esta manera, en células no
diferenciadas Braf35 reprime la expresion de genes neuronales especificos, como
sinapsina, mientras que ante un estimulo de diferenciacién, iBraf activa la expresion
de estos genes necesarios para inducir el fenotipo neuronal (Wynder et al., 2005).
Para conocer si Dp71 tiene un papel en la diferenciacibn a través de este
mecanismo, se realizaron ensayos de qPCR para verificar la expresion del gen de
sinapsina, el cual es responsivo a Braf35 e iBraf (en colaboracion con QFB. Nadia
Mireya Murillo y Dra. Yessica S. Tapia Guerrero). El cDNA fue obtenido a partir de
células N1E-115 transfectadas con vectores que expresan a las Dp71 y a sus
formas mutantes, e inducidas a diferenciacion con DMSO por 3 dias (Fig 19A). Los
resultados revelaron que cuando las células control (células sin transfectar,
transfectadas con el vector vacio y que Unicamente expresa la proteina reportera
GFP, y transfectadas con el vector que expresa a la Dp71) son inducidas a
diferenciacion, hay un incremento estadisticamente significativo en la expresion de
sinapsina pero, cuando se expresa a la Dp71-C272Y, no se observa ningan cambio
sobre la expresion de este gen (Fig 19B). Lo anterior demuestra que esta mutacion
en la Dp71 es suficiente para abatir el aumento de la expresion de
sinapsina,indicando que la integridad de la Dp71 es vital para la regulacion de la

expresion de genes neuronales responsivos a RE-1.
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Figura 19. La Dp71 participa en la regulacién de la expresion de sinapsina.

(A) Los vectores que permiten la expresiéon de la proteina reportera GFP, la Dp71y la
proteina mutante Dp71-C272Y fueron transfectados en células N1E-115 (no
diferenciadas, ND) y posteriormente, las células fueron inducidas a diferenciacion por 3
dias con DMSO (DIF). Se realizé la extraccion de RNA, y la sintesis de cDNA. La
expresion del RNAmM recombinante GFP-Dp71 se evalu6 por PCR punto final usando a
TBP como control. (B) La expresion del gen de sinapsina fué evaluada por PCR
cuantitativa en células no transfectadas, transfectadas con GFP, Dp71, y Dp71-C272Y.
Las células control mostraron un aumento estadisticamente significativo en la expresion
de sinapsina, mientras que no se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas en
células que expresaron la mutante Dp71-C272Y. Se muestran diferencias significativas
indicadas por los valores de p obtenidas mediante el analisis ANOVA (**, p<0.01; ***,
p<0.001; **** p<0.0001).
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9 DISCUSION

A la fecha ha sido descrito que mutaciones que afectan a la distrofina Dp71 estan
asociadas con alteraciones cognitivas en los pacientes con DMD; sin embargo, se
desconoce el mecanismo molecular que provoca estas afectaciones (Daoud et al.,
2009; Desguerre et al., 2009; Lenk et al., 1996; Magri et al., 2011; Milic Rasic et al.,
2015; Moizard et al., 1998; Taylor et al., 2010; Tuffery et al., 1995). En este estudio
analizamos dos mutaciones puntuales ubicadas en el dominio ZZ de la Dp71, que
han sido reportadas en pacientes con DMD. La primera mutacion es la sustitucion
de cisteina por tirosina en el aminoacido 272 de la Dp71 (Flanigan et al., 2009; Lenk
et al., 1996) y la segunda es la eliminacién del acido glutamico, correspondiente al
aminoéacido 299 de la Dp71 (Becker et al., 2003; Juan-Mateu et al., 2015). Estas
mutaciones provocaron el fenotipo muscular clasico de la DMD y alteraciones en los
niveles de la distrofina muscular Dp427 y sus proteinas asociadas (Becker et al.,
2003; Fujimoto et al., 2020; Ishikawa-Sakurai et al., 2004; Juan-Mateu et al., 2015;
Vulin et al., 2014). De manera interesante, el paciente que porta la mutacion C272Y
presenta retraso mental (Lenk et al., 1996). A pesar de que se han descrito multiples
mutaciones puntuales en la Dp71 que provocan la DMD, no se ha reportado el
mecanismo por el cual estas mutaciones pueden afectar las funciones de la
proteina. Por este motivo, en este trabajo decidimos estudiar el efecto de la
expresion de las proteinas mutantes Dp71-C272Y y Dp71-E299del sobre las
funciones de la Dp71 en lineas celulares neuronales. Con este fin, expresamos las
variantes mutantes Dp71-C272Y y Dp71-E299del en dos lineas celulares
neuronales y una linea celular epitelial, e interesantemente encontramos que las
mutantes de la Dp71 forman agregados nucleares y citoplasmaticos, en un
importante porcentaje de las células transfectadas. La formacion de agregados en
proteinas con mutaciones puntuales, ha sido ampliamente descrita en distintas
patologias incluyendo cancer, enfermedades inmunes, inflamatorias vy
neurodegenerativas (De Baets et al., 2015; Herrada et al., 2015; Herrmann et al.,
2020). En la distrofia muscular de Emery-Dreifuss la cual es provocada por
mutaciones en la emerina, una proteina de la envoltura nuclear que interacciona

con Dp71, se ha reportado que las mutaciones puntuales P183H y P183T provocan
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la formacién de agregados, lo que, en consecuencia, altera las funciones de emerina
y desencadena la patologia (Ellis et al., 1999; Herrada et al., 2015). En la distrofia
muscular de Duchenne se ha reportado que algunas mutaciones localizadas en el
dominio 1 de unién a actina (ABD1) de la distrofina Dp427, provocan la pérdida de
funcion de la distrofina, debido a que alteran su solubilidad y favorecen la formacion
de agregados (Henderson et al., 2010). Por lo que respecta a la Dp71, se ha
reportado que pacientes con glioblastoma y meningioma presentan cambios en la
localizacion subcelular de la Dp71, e interesantemente, se encontré que la Dp71
forma agregados en modelos celulares de estas patologias, aunque en este caso
los agregados no son desencadenados por mutaciones (Ruggieri, De Giorgis, et al.,
2019).

Para tratar de explicar la formacién de agregados y debido a que la estructura de la
Dp71 no ha sido completamente cristalizada, obtuvimos modelos de la estructura
de Dp71 y de sus fromas mutantes Dp71-C272Y y Dp71-E299del usando distintas
herramientas bioinformaticas. En el caso de la mutacion C272Y, el andlisis de las
estructuras obtenidas mostré que, si bien el aminoacido 272Y (mutante) se
mantiene en la misma region de a-hélice en la que se encuentra el aminoécido 272C
(wt), la rigidez de tres regiones cercanas se ve afectada, lo que podria contribuir a
la formaciéon de agregados. Un caso parecido fue previamente reportado para la
esclerosis lateral amiotréfica, un desorden neurodegenerativo en el que se pierden
las células nerviosas que controlan el movimiento voluntario. En este caso se
encontr6 que mutaciones puntuales en la superoxido dismutasa-1 SOD1
provocaron alteraciones en los patrones de rigidez y flexibilidad de la proteina, lo
gue contribuye a la formacion de agregados (McAlary et al., 2016; Sannigrahi et al.,
2021). Por otra parte, de acuerdo a nuestros analisis para la mutacion E299del de
la Dp71, la eliminacién del aminoacido 299 de la Dp71 da lugar a diferencias
estructurales importantes con respecto al modelo predicho de la Dp71, ya que la
estructura del asa que contiene al aminoacido 299 se altera significativamente.
Diversos estudios han reportado hallazgos semejantes, en donde la delecién de un
solo amino&cido causa alteraciones importantes en la estructura de las proteinas,

llevandolas ademéas a la formacion de agregados. Un ejemplo es una de las
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mutaciones reportadas en la enfermedad del Alzheimer, en donde la eliminacién del
glutamato 22 del péptido beta amieloide (AB), conocida como la mutacion Osaka,
causa la formacion de agregados en forma de oligomeros intracelulares (Kulic et al.,
2012; Tomiyama & Shimada, 2020).

Estudios previos han mostrado que la Dp71 tiene localizacion tanto en el citoplasma
como en el nucleo, en este Ultimo compartimento desempefia funciones especificas
de este (Suérez-Sanchez et al., 2014a; Villarreal-Silva et al., 2010). Al analizar la
localizacion subcelular de las formas mutantes de la Dp71 descritas en este trabajo,
observamos que los agregados de las formas mutantes de Dp71 se ubican tanto en
el nucleo como en el citoplasma; sin embargo, los agregados de Dp71-C272Y se
localizan en mayor medida en nucleo, mientras que los agregados de la Dp71-
E299del se ubican mayoritariamente en citoplasma. Este resultado es consistente
con un reporte previo en el que se sobreexpreso a la proteina mutante Dp71-C272Y
en células HelLa, en el que también se observé la deslocalizacion de la Dp71,
principalmente del citoplasma al nacleo (Fujimoto et al., 2020). Se ha descrito que
el dominio ZZ de la Dp71 contiene la sefial de localizacion nuclear (Suéarez-Sanchez
et al.,, 2014a), y que algunas mutaciones en este dominio pueden alterar su
importacion al ndcleo. La mutacion Dp71-C272Y se localiza en el segundo dedo de
zinc del domino ZZ, mientras que Dp71-E299del se localiza en una region
adyacente a este dominio (Hnia et al., 2007; Ishikawa-Sakurai et al., 2004; Ponting
et al., 1996; Vulin et al., 2014); sin embargo, ambas mutantes mantuvieron la
localizacion nuclear en las tres lineas celulares analizadas, lo que sugiere que las
mutaciones C272Y y E299del no afectaron el reconocimiento de la Dp71 por la

magquinaria de importacion nuclear.

La Dp71 ha sido ampliamente descrita como un importante componente estructural,
formando complejos con proteinas como actina, miembros del complejo DAP y
proteinas de adhesion en el citoplasma (Cerna et al., 2006; Nico et al., 2010; Fort et
al., 2014), asi como con lamina B1, emerina, actina y miembros del complejo DAP
en el nuacleo (Fuentes-Mera et al., 2006; Gonzalez-Ramirez et al., 2008; Nico et al.,
2010; Ruggieri, De Giorgis, et al., 2019; Villarreal-Silva et al., 2010). En diversos
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casos, el mecanismo de accion de los agregados de proteinas en el desarrollo de
patologias ha sido descrito, y se sabe que la presencia de agregados puede implicar
tanto la pérdida como la ganancia de funcion (De Baets et al., 2015). En este trabajo
encontramos que parte de la funcién estructural de la Dp71 podria verse alterada
por la presencia de las mutaciones C272Y y E299del, ya que su expresion provoco
la disminucion del area celular. Previamente, en un modelo de raton KO-Dp71, se
observd que la ausencia de Dp71 provocaba también la desorganizacion de los
filamentos de actina en las fibras del cristalino (Fort et al., 2014), lo que fortalece la
idea de que de la integridad de la Dp71 es critica para el mantenimiento de la
estructura del citoesqueleto de actina. Adicionalmente, nuestro estudio mostré que
la morfologia del ndcleo se ve alterada también por la presencia de las mutaciones
C272Y y E299del.

El B-distroglicano es parte del complejo DAP y es un receptor de membrana que
une la matriz extracelular con el citoesqueleto de actina y de esta manera, participa
en diversas funciones como la adhesion celular (Moore & Winder, 2010). Por otra
parte, B-distroglicano se asocia con proteinas de la envoltura nuclear como emerina
y las laminas A/C y B1, y de esta manera regula el mantenimiento de la estructura
nuclear (Martinez-Vieyra et al., 2013). En este trabajo nuestros resultados indican
gue la expresion de las variantes mutantes de la Dp71 causan la deslocalizacion del
B-distroglicano hacia citoplasma compromentiendo principalmente la integridad de
la envoltura nuclear. En un estudio previo donde la mutante Dp71-C272Y se expreso
en la linea celular HelLa, se observé que el B-distroglicano mantiene su localizacion
en membrana citoplasmaética, sin embargo se agrupa en el citoplasma (Fujimoto et

al., 2020), lo que coincide con nuestros resultados en las lineas celulares empleadas

Ademas de las alteraciones morfologicas del nacleo, observamos alteraciones en
la localizacién nuclear de las proteinas de la lamina nuclear, lamina B1 y lamina
A/C. Aunque no se tiene evidencia de la interaccion de la Dp71 con lamina A/C, la
interaccion con la lamina B1 esta bien documentada; de hecho, se ha demostrado
gue la ausencia de Dp71 ocasiona la disminucién del nivel de la lamina B1 (Ruggieri,
De Giorgis, et al.,, 2019; Tan et al., 2017; Villarreal-Silva et al.,, 2011). La
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inmunotincion irregular de las laminas B1 y A/C observada en este trabajo, se
caracterizo por la disminucién en la fluorescencia nuclear y la localizacion aberrante
en el citoplasma, lo que indica que la expresion de las proteinas mutantes de la

Dp71 tiene un efecto sobre la integridad de la lamina nuclear.

Una de las mdltiples funciones de la lamina nuclear es la organizacion de la
cromatina, formando una plataforma de anclaje de ciertos dominios del DNA
genomico, conocidos como dominios asociados a laminas (LADs). Los LADs estan
asociados a regiones transcripcionalmente inactivas, y estdn enriquecidos en
histonas con modificaciones postraduccionales caracteristicas de heterocromatina,
como H3K9me3, H3K9me2 y H3K27me3 (Briand & Collas, 2020; Guelen et al.,
2008; van Steensel & Belmont, 2017). Interesantemente, cuando analizamos la
inmunotincion para la marca de heterocromatina H3K9me2, encontramos que las
células que expresan las proteinas mutantes Dp71-C272Y y Dp71-E299del,
presentan un patrén de distribucion anormal de H3K9me2. Estas observaciones
sugieren que la deslocalizacion de la lamina nuclear causada por la expresion de
las mutantes Dp71-C272Y y Dp71-E299del, afecta la funcion de la lamina nuclear
asociada con la organizacion de los dominos de cromatina, lo que lleva a proponer
que la Dp71 estabiliza a la ldmina nuclear y en consecuencia participa en el

mantenimiento de la estructura y funcion de la cromatina.

Previamente, se ha descrito que Dp71 tiene un papel importante en el correcto
desarrollo de la diferenciacion neuronal. Durante este proceso, se ha reportado que
las isoformas Dp71f y Dp71d aumentan sus niveles totales y se relocalizan
diferencialmente; la Dp71f se relocaliza del citoplasma hacia los procesos
neuriticos, mientras que la Dp71d se concentra en el ndacleo, pero mantiene parte
de su localizacion en el citoplasma y en los procesos neuriticos (Marquez et al.,
2003; Rodriguez-Mufioz et al., 2015b). Ademas, se ha demostrado que la ausencia
o disminucion de Dp71 afecta la formacion de extensiones neuriticas en celulas
PC12 inducidas a diferenciacion y abate la induccion del marcador tardio de
diferenciacion MAP2 (Acosta et al., 2004). Por otra parte, un estudio previo mostro

una posible asociacion in vitro de la Dp71 con las proteinas Braf35 e iBraf, las cuales
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forman parte del complejo REST, el cual se encarga de controlar la expresion de
genes neuronales en células no neuronales y en células neuronales no
diferenciadas (Artegiani et al., 2010b; Qureshi et al., 2010). Este complejo, regula la
expresion de genes neuronales a través del reclutamiento de proteinas
remodeladores de cromatina, como G9a, la cual cataliza la dimetilacion de H3K9
(Roopra et al., 2004) y constituye un importante elemento regulador del contacto
entre la lamina nuclear y los dominios LADs (Kind et al., 2013). En nuestro trabajo,
confirmamos que la interaccion entre Dp71 y Braf35 puede ocurrir en cultivos de
lineas neuronales, y que tras la diferenciacion de las células N1E-115, la proteina
Braf35 se relocaliza al citoplasma de manera similar a la Dp71, lo que sugiere que
la Dp71 podria tener un papel importante en la regulacién de la localizacién de
Braf35 tras la diferenciacion neuronal. Adicionalmente, reportamos que en
presencia de las mutantes Dp71-C272Y y -E299del, la distribucion de las proteinas
Braf35 e iBraf se altera, mostrando ahora una relocalizacion parcial hacia el
citoplasma, siendo la relocalizaciéon de Braf35 la mas evidente. Lo anterior, en
conjunto con las alteraciones observadas en varios elementos de los dominios LADs
(lamina B1, ldmina A/C y H3K9me2), muestra que la interaccion de la Dp71 con
Braf35 e iBraf, es importante para su correcta localizacion y posiblemente para su
funcién. Previamente, se reporté que Braf35 e iBraf se unen a la B-distrobrevina,
una proteina con alta homologia a Dp71. Ademas, la B-distrobrevina se uni6
directamente con el elemento RE-1, y mostré tener un efecto represor sobre la
actividad promotora de sinapsina, un marcador de diferenciacion neuronal
responsivo al complejo REST (Artegiani et al., 2010b; Wynder et al., 2005). Para
estudiar la posible implicacién de la Dp71 sobre las funciones de las proteinas
Braf35 e iBraf en la regulacion de genes neuronales, evaluamos la expresion de
sinapsina, en las células N1E-115 que expresan la mutante Dp71-C272Y. Los
resultados obtenidos mostraron que la presencia de la mutante Dp71-C272Y evita
el aumento de la expresion de sinapsina tras el estimulo de diferenciacion. Lo
anterior indica que la integridad de la Dp71 es necesaria para la correcta regulaciéon
de la expresion de sinapsina, posiblemente a través de su contribucién sobre las

funciones de las proteinas Braf35 o iBraf. En conjunto, nuestros hallazgos sugieren
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que la Dp71 tiene un papel en la diferenciacion neuronal a través de la regulacion
de genes neuronales RE-1 mediada por el complejo LSD1-coREST.

10 CONCLUSION

Nuestros resultados en conjunto sugieren que las mutaciones C272Y y E299del
causan alteraciones en las funciones de la Dp71. En primer lugar nuestros
resultados indican que las mutaciones analizadas causan alteraciones estructurales
en la proteina Dp71, lo que deriva en la formacion de agregados. A su vez, la
expresion de las mutaciones Dp71-C272Y y Dp71-E299del provocan alteraciones
en la célula, afectando el citoesqueleto y la estructura del nucleo, asi como la
localizacion de B-distroglicano. Ademas, la expresion de dichas formas mutantes
provocaron alteraciones en la morfologia nuclear a través de la desestabilizaciéon de
las laminas A/C y B1; asi mismo, nuestros resultados indican que la Dp71 tiene un
papel en las funciones de la lamina nuclear relacionadas al mantenimiento de la
heterocromatina y la represion de genes especificos, ya que el perfil de H3K9me2
se encontré también alterado. Lo anterior, podria estar relacionado con la asociacion
de la Dp71 con las proteinas Braf35 e iBraf, miembros del complejo LSD1-coREST,
ya que en este estudio demostramos que la integridad de la Dp71 es sustancial para
la correcta localizacién de estas proteinas y su funcion en la regulacién de genes
neuronales. En conjunto, nuestros resultados constituyen un avance para la
comprension del mecanismo por el cual las alteraciones en la Dp71 contribuyen al

desarrollo de alteraciones en el sistema nervioso central en pacientes con DMD.

75



Dp71-C272Y/E299del

Citoplasma

$op71 § op71-C2727
@ sd [ [
Lamina B1 Lamina B1
/\_/Lamina A/C Lamina A/C
Heterocromatina Heterocromatina
D(H3K9me2) [:](H3K9me2)

Nucleo

Figura 20. Modelo propuesto de los efectos de la expresiéon de la Dp71-C272Y.

La Dp71 se localiza en el citoplasma y ndcleo, e interacciona con lamina B1 y participa en
la expresion de genes neuronales responsivos a RE-1. La expresiéon de las mutaciones en
la Dp71 causa la formacién de agregados de esta proteina, la deslocalizacion de las
laminas B1 y A/C, la expansion por el nacleo de regiones de heterocromatina
enriquecidas en H3K9me?2 y el abatimiento de la expresion de sinapsina, un gen
responsivo a RE-1.
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11 PERSPECTIVAS
Para dar continuidad a este trabajo, se propone lo siguiente:

Evaluar la presencia de Dp71 en el promotor de sinapsina a través de ensayos de

la inmunoprecipitacion de la cromatina, antes y durante la diferenciacion neuronal.

Evaluar el efecto de las mutantes Dp71-C272Y y Dp71-E299del en la expresion de
otros genes responsivos a RE-1 e involucrados en la diferenciacién neuronal como
el factor de transcripcidon NeuroD y las subunidades del canal de sodio, SCN1A,
SCN2A2 y SCANS3A.

Analizar la dinamica de la interaccion entre Dp71 con las proteinas Braf35 e iBraf

durante la diferenciacion neuronal.
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