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A) 1.- INTRODUCCION

1.1 LA DISTROFINA

La distrofia muscular de Duchenne (DMD) es una enfermedad muscular ligada al
cromosoma X, y que afecta a 1 de cada 3,500 varones nacidos vivos (Koening ef al, 1988).
El gen causante de esta enfermedad produce a la distrofina, una proteina con un peso
molecular de 427 kDa, y esta proteina forma un puente entre la matriz extracelular y el
medio citoplasmatico, uniéndose a actina por medio de su extremo amino terminal y a un
complejo de glicoproteinas que se unen en su extremo carboxilo. las cuales hacen contacto
con proteinas de matriz extracelular.

El gen de la distrofina codifica para 7 transcritos que se producen bajo la activacion
de siete promotores diferentes. que son tejido especificos. Tres de los promotores codifican
para la proteina completa, los cuatro restantes producen formas mas cortas de la proteina:
Dp260. Dp140. Dp116 y Dp71. Las primeras tres distrofinas de longitud corta se expresan
principalmente en sistema nervioso central y periférico; en tanto que la Dp71 se expresa en
una gran variedad de tejidos (Tinsley et al, 1994).

La distrofina se ha dividido en cuatro dominios: un dominio amino terminal que se
une a actina; un dominio central parecido a espectrina; un dominio rico en cisteinas, y un
dominio carboxilo terminal. Deleciones en esta dltima region del gen estan asociadas a
fenotipos severos de distrofia muscular, lo que indica la importancia de este dominio en la
funcién de la distrofina (Blake y Kruger, 2000).

El extremo carboxilo de la distrofina puede interactuar con multiples proteinas con
diferentes funciones. El extremo carboxilo de la distrofina se ha dividido en diferentes
dominios: 1) dominio WW; 2) dominio ZZ o de manos EF; 3) dominio rico en cisteinas (el
cual tiene un dedo de zinc putativo) y 4) las regiones H1 y H2. Los primeros dos dominios
se unen con la proteina B-distroglicano, el tercer dominio une calcio y calmodulina y el

cuarto dominio puede formar heterodimeros con las distrobrevinas (Di Vignano ef al.
2000).

1.2. EL COMPLEJO DE PROTEINAS ASOCIADAS A DISTROFINA
(DAP’S)
La funcion de la distrofina no esta relacionada Gnicamente con la estructura de ésta

proteina, sino también con la de un complejo de proteinas que se asocian a ella. Este
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complejo se ha denominado como DAP (Proteinas Asociadas a Distrofina) y esta formado
por diferentes proteinas entre las que se encuentran los distroglicanos: a-distroglicano
(120-156 kDa). y B-distroglicano (43 kDa): los sarcoglicanos: «- sarcoglicano (50 kDa); -
sarcoglicano (43 kDa); y-sarcoglicano (35 kDa); &-sarcoglicano (35 kDa); y otras proteinas
con diferente funcién como: el sarcospan (25 kDa): la a-sintrofina (58 kDa): la Bl
sintrofina (58 kDa); la B2-sintrofina (58 kDa); la al-distrobrevina (87 kDa); la a2
distrobrevina y la B-distrobrevina (Michalak er al 1996: Balasubramanian et al, 1998). Asi
mismo. las proteinas que forman el complejo DAP’s, pueden unir a varias proteinas con
diferente funciones, por ejemplo B-sarcoglicano puede unirse con la proteina Grb2 la cual
es una proteina adaptadora involucrada en la transduccion de sefales y organizacion de
citoesqueleto en musculo y en cerebro (Rosa et al, 1996). También se une a una cinasa de
adhesion focal p125FAK que esta implicada en la despolarizacion de membranas y en la
activacion de receptores de neurotransmisores (Cavaldesi er al, 1999), v a la rapisina que es
necesaria para la agrupacion de receptores de acetilcolina (Cartaud er al, 1998). En
pacientes con la distrofia muscular de Duchenne el nimero de complejos DAP’s se reduce
de manera considerable.

Hasta el momento se desconoce la funcion exacta de la distrofina, sin embargo, los
ejemplos anteriores sugieren fuertemente que la funcion de la distrofina esta mas alla de la
funcion mecanica y estabilizadora en la membrana de células musculares. Es posible que
participe también en procesos tan importantes como la transduccion de sefiales y la
formacion de sinapsis ( Blake y Kruger, 2000).

1.3 LA Dp71

Dentro de las isoformas de distrofina se encuentra la Dp71, la cual se expresa en
una gran variedad de tejidos, incluyendo cerebro, retina, pulmén, higado, rifiones,
testiculos, y en niveles mas bajos en musculo cardiaco y esquelético fetal. El promotor de la
isoforma Dp71 se encuentra dentro del exon 62 de la distrofina y produce un transcrito de
6.5 Kb. La traduccion del marco abierto de la Dp71 origina un primer exon tnico formado
por 7 aminoécidos, y contiene los dominios rico en cisteinas y carboxilo terminal que posee
la distrofina de 427 kDa.

La Dp71 es el producto del gen DMD mas abundante en cerebro. lo que ha llevado a
especular que este relacionada con los problemas de retraso mental presentes en el 30% de

personas afectadas con la distrofia muscular de Duchenne. Una evidencia de que la Dp71
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pudiera tener un papel en el sistema nervioso es que en el cerebro se le ha detectado en
membranas plasmaticas sinapticas, microsomas y en vesiculas sinapticas (Jung er al.1993),
ademas de que se ha observado que su expresion se incrementa durante la maduracion del
sistema nervioso y durante la diferenciacion neuronal de la linea celular PC12 (Cisneros et
al, 1996).

Algo que incrementa la complejidad de esta proteina es que el transcrito que la
codifica esta sujeto a “splicing” alternativo en el extremo 3" lo que ocasiona cambios en la
secuencia de aminoacidos de su extremo carboxilo. Uno de los eventos de splicing mas
comunes ocurren en el exon 78, lo cual cambia el marco de lectura de la proteina,
reemplazando sus tltimos 13 aminoacidos, que forman un extremo hidrofilico, por 31
aminoacidos que le dan un caracter hidrofébico a la proteina (Austin ef al, 1995). Ademas
se ha demostrado que existe una expresion diferencial tejido especifico de las isoformas de
la Dp71 con 6 sin el exon 78. La isoforma que contiene el exon 78 se expresa en cerebro,
musculo, rifiones y testiculos, en tanto que la variante carente de este se expresa en higado
v corazon (Austin er al. 1995).

Por medio de inmunofluorescencias se ha demostrado que la Dp71 se ubica en
membrana celular. En los ratones mdx, que carecen de la distrofina de 427 kDa, la
presencia de Dp71 restaura al complejo DAP’s en la membrana de células musculares, sin
embargo no elimina los defectos musculares. Esto sugiere que las funciones de la Dp71 son
diferentes a las de la distrofina de 427 kDa.

Considerando que el splicing del exon 78 modifica las propiedades fisicoquimicas
de la Dp71, se ha especulado que esto puede alterar su funcion, posiblemente regulando-las
interacciones que ocurren normalmente en esta region de la proteina, o regulando su
localizacion subcelular.

Recientemente, mediante el uso de fusiones genéticas GFP-Dp71 nuestro grupo de
trabajo reporto6 la presencia de la Dp71 en el nicleo de diferentes lineas celulares (HeLa,
C,Cyz, N1EL115), la isoforma que presenta el exon 78 se localizé exclusivamente en nucleo,
mientras que la isoforma que no posee los dominios codificados por los exones 71 y 78
presento una localizacion citoplasmatica (Gonzalez ef al, 2000). Se ha demostrado que la
Dp71 que se expresa de manera endogena en las células Hel.a presenta una localizacion
predominantemente nuclear cuando los transcritos contienen el exon 78 y una localizacion
citoplasmatica cuando los transcritos carecen del exon 78 (Fuentes, 2000). La localizacion

nuclear de la Dpl7 no es un fendmeno restringido a un tipo celular, dado que las lineas
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celulares utilizadas (que son de linaje epitelial, muscular y neuronal) hasta ahora presentan
el mismo patrén de distribucion subcelular.

Cabe destacar que la Dp71 no tiene una sefial de localizacion nuclear (NLS) clasica,
aunque es posible que tenga una NLS atipica. Alternativamente se sugiere que la Dp71 sea
transportada a nucleo por alguna proteina que facilite su interaccion con la maquinaria de
transporte, y quiza se trate de alguna proteina del complejo de las DAP’s. a este respecto se
sabe que el B-distroglicano tiene una NLS putativa, y que se localiza en cierta proporcion
en el nacleo (Fuentes, 2000).

El significado bioldgico de la localizacion nuclear de la Dp71 es desconocido. por
lo que es importante estudiar como es que se regula su transporte hacia el nicleo v con que

proteinas interactiia dentro de este compartimiento celular.

2 TRANSPORTE A NUCLEO

El transporte de proteinas entre nucleo y citoplasma ocurre a través del complejo de
poro nuclear (NPC). Debido al tamafio del NPC las proteinas con un tamafo menor a 40
kDa pueden entrar al nucleo por difusion pasiva, mientras que las mayores a 40 kDa deben
de ingresar al nicleo mediante un transporte dependiente de sefiales ( Sweitzer et al, 2000).

El importe nuclear mediado por sefales requiere energia, temperatura fisiologica,
una NLS y una maquinaria soluble de transporte. El proceso de importe nuclear puede
describirse en tres pasos generales: 1)unién al NPC; 2)translocacion y 3)la deposicion de la
proteina en el nicleo.

De manera clasica se ha descrito que para que una proteina sea transportada niicleo
debe contener una sefial de localizacion nuclear (NLS). Estas NLS's estan formadas por
algunos residuos de caracter basico, son de naturaleza altamente hidrofilica, se encuentran
precedidas por una vuelta  y forman estructuras altamente antigénicas (Roberts er al,
1987). Existen numerosas proteinas que contienen dos o mas NLS’s. las cuales son
requeridas para un eficiente importe nuclear y una variante de este tipo de sefales son
aquellas denominadas NLS s bipartitas, que consisten de dos series de aminoacidos basicos
separados por 10-12 aminoacidos. Las NLS's tanto bipartitas como unicas son reconocidas
por proteinas que pertenecen a la familia de la importina a, que sirven como adaptadores
entre proteinas con diferentes NLS’s y la importina B (Nigg, 1997).

Este complejo trimerico se une al NPC y se transloca al nicleo de manera

dependiente de GTP, este paso es facilitado por la GTPasa Ran/TC4 y la proteina
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pl0/ppl5S/NTF-2. Dentro del nicleo la forma de Ran-GTP se une a la importina {3
desplazando a la importina « v a la proteina con la NLS (Moroianu. 1999: Nigg. 1997).

Recientemente se ha reportado que existen multiples vias para el importe de
proteinas que difieren del patron clasico de importe nuclear. por ejemplo la hnRNP Al es
enviada a nicleo mediante una region de 38 aminoacidos llamada dominio M9, v en este
caso la proteina que la reconoce en citoplasma y la lleva al nucleo se llama transportina
(Pollard er al. 1996).

Estos dos ejemplos de importe nuclear son similares en que ambos son sensibles a la
aglutinina del germen de trigo (WGA), a la ausencia de energia y a analogos de GTP no
hidrolizables, ademas son independientes de calcio. También se han postulado otros
mecanismos donde el importe depende de calcio, pero no de GTP (Sweitzer y Hanover,
1996). Otra variante de importe nuclear es la llamada piggy-back, en donde proteinas que
no tienen ninguna NLS tienen que asociarse con proteinas que la contengan y asi ingresar al
nucleo. Ejemplos de este mecanismo son los de algunas cinasas dependientes de ciclinas
(cdc2) que llegan al nicleo mediante su interaccion con las ciclinas (ciclina B), las cuales
son transportadas activamente a nucleo. Una via de transporte nuclear diferente a las
anteriores es la de la PKCa. esta via no es bloqueada por anticuerpos contra la importina 3
ni es inhibido por la WGA., y es independiente de GTP (Schmalz et al,1998).

Las principales maneras en las cuales se puede llevar a cabo la regulacion del
transporte a nuicleo son: 1) que la proteina a ser importada sea modificada de manera tal que
se afecte su capacidad de union con el receptor (importinas); 2) que el complejo proteina-
receptor se una a un componente celular insoluble, lo cual impediria su posterior importe al
nucleo, y 3) que algunos elementos de la maquinaria de transporte sean modificados,
principalmente por fosforilaciones lo que afectaria su interaccion con las proteinas a ser

transportadas.

2.1 REGULACION DEL TRANSPORTE A NUCLEO POR
FOSFORILACION.

Dentro de los patrones de regulacion del importe nuclear, uno de los mas
importantes es el de la fosforilacién, que tiene como funcion la de modular la afinidad de la
proteina a ser transportada con la maquinaria de transporte nuclear.

Uno de los efectos de la fosforilacion en regiones cercanas a la NLS de algunas

proteinas tienen como efecto el enmascaramiento de esa NLS, lo que evita que sea
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reconocida por la maquinaria de transporte. Un ejemplo de este mecanismo de regulacion
es el de la lamina B2, esta proteina de membrana nuclear se queda en citoplasma mediante
la fosforilacion de dos residuos cercanos a la NLS (Jans y Hubner, 1996). Otro caso es el
del factor de transcripcion Swi5 de levadura. implicado en el ciclo celular, que se encuentra
en citoplasma en la fase S. mitosis y G2; en el final de la mitosis el factor Swi5 se transloca
a nucleo por medio de una NLS bipartita. El factor Swi5 es fosforilado por la cdc28
(homolégo de cdc2 de mamiferos) en tres residuos de serina que se requieren para su
localizacion nuclear. Se ha propuesto que la fosforilacion previene que este factor se una
con la maquinaria de importe nuclear, el decremento en la actividad de cdc28, al terminar la
mitosis, es lo que lleva a estados de no fosforilados de la proteina que hacen que sea
importada a nicleo (Moll er al. 1991).

El factor de transcripcion Pho4 de levaduras esta implicado en el crecimiento de
levaduras en condiciones bajas de fosfato inorgdnico en el ambiente, en estas circunstancias
se mantiene en el nicleo en una forma desfosforilada. En cuanto se detecta la presencia de
fosfato en el ambiente, este factor se fosforila en cinco residuos de serina. y se induce su
exporte del nicleo mediante su interaccién con la proteina Msn5, homologa de la
importina-f3, que reconoce y se une Unicamente a la forma fosforilada de la proteina Pho4
(Kaffman y O"Shea, 1999).

El factor de transcripcion NF-AT es importante en células T y tiene efectos
importantes en el sistema inmune. El NF-AT se libera luego de la estimulacion del receptor
de células T, lo cual lleva a un incremento en la concentracion de ca** intracelular, activa a
la calcinerina, que desfosforila y se une a NF-AT. Este complejo es translocado a nicleo y
ahi activa la transcripcion de genes involucrados en la respuesta inmune. El factor NF-AT
pertenece a una familia de varios factores de transcripcion donde el miembro NF-AT2 tiene
dos NLS (una en el extremo amino y otra en el carboxilo) y una sefial de exporte nuclear
(NES). En este caso, la fosforilacion del NF-AT2 en una de las NLS lleva a cambios
conformacionales de la proteina que resultan en la interaccion de las dos NLS's
inactivandolas y dejando a este factor de transcripcion en el citoplasma.

Un ejemplo donde la fosforilacion activa el transporte a nucleo de una proteina es el
del factor de transcripcion NF-xB. que se encuentra retenido en el citoplasma mediante su
interaccion con la proteina IkB, la cual enmascara la NLS del factor de transcripcion,

estimulos activadores fosforilan especificamente tres sitios en IkB, lo cual lo hace blanco



de degradacion por la via dela ubiquitinacion, lo que libera a NF-kB para que puede viajar

al nicleo (Karin y Hunter. 1995). \ZT
°

2.2 FOSFORILACION DE LA DISTROFINA Y LA Dp71

Se ha demostrado que la distrofina aislada de sarcolema, triadas musculares. células
de musculo esquelético cultivadas, y extractos totales de musculo se encuentra fosforilada.
Esta fosforilacion es sensible a tratamientos con AMPc (lo que incrementa la fosforilacion
aproximadamente con respecto a las células sin estimulo), GMP (que incremente & veces la
fosforilacion) v por Ca”'/calmodulina. Los sitios posibles de fosforilacion se encuentran u
principalmente en la zona central de la proteina y en el extremo carboxilo (Luise ef al,
1993). v se han reportado sitios consenso para CKII, MAPK y para p34°d°:(Milncr 1993

Shemanko er al. 1995)
UNAM. FES
IZTACALA

Dentro del extremo carboxilo de la proteina existen diversos residuos de
aminodcidos que presentan fosforilacién por diferentes cinasas, por ejemplo la CaM cinasa
11 fosforila a las serinas 3,616 y 3624 que se localizan en el exon 76 (Madhavan y Jarret,
1999): a la treonina 3.685, ubicada en el exén 79 y aparentemente a la serina 3,538 que se
encuentra en el exon 75 (Walsh er al, 1995); también se ha detectado fosforilacién en la
treonina 3677 y en la serina 3530; esta actividad de CaM cinasa Il esta asociada a
membrana, lo cual es un indicio de que la distrofina puede ser fosforilada tanto por cinasas
presentes en el citoplasma, asi como por cinasas intrinsecamente asociadas a la membrana
célular. Uno de los efectos de esta fosforilacion por CaM cinasa II es la inhibicion de la
union de la distrofina con la ol-sintrofina, ademas se ha propuesto un mecanismo de
regulacion particular con el complejo Ca™" - CaM, en el que cuando se une este dimero de
moléculas se previene la fosforilacion de la distrofina en los sitios de fosforilacion
presentes en la region de unién, sin embargo este evento favorece la fosforilacion por esta
cinasa (Madhavan y Jarret, 1994; Madhavan y Jarret, 1999). Por otra parte. la cinasa p34°*~
fosforila a las treoninas 3,676 y 3,685 codificadas por los exones 78 y 79, respectivamente
(Madhavan y Jarret, 1994; Walsh, er al, 1995) y se ha demostrado también que no hay
fosforilacion por esta cinasa en la region rica en cisteinas (Milner et al, 1993).

Adicionalmente. la distrofina puede ser fosforilada por otras cinasas como la MAP
cinasa p44“™' v/o la p42™™, que modifican residuos de treonina (Shemanko et al, 1995). por
la cinasa de la glicogeno sintasa 3 (GSK3) (Michalak er al, 1996) vy por la CDKI
(Shemanko er al. 1993). Sin embargo, estos sitios no han sido mapeado todavia. De manera
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curiosa el sitio para la GSK3 se crea solamente cuando la distrofina es fosforilada por la
CKII, y esta cooperatividad entre cinasas podria crear grupos de fosforilacion en esta region
de la proteina. aunque el significado biologico de esto es desconocido.

Existen pocos trabajos en los que se aborde al mismo tiempo el estudio de la
fosforilacion de la distrofina y sus efectos bioldgicos. en uno de estos trabajos se reporta
que la distrofina puede ser fosforilada por la PKA, que es una cinasa dependiente de AMPc.
y que esta fosforilacion incrementa la union con F-actina, mientras que la fosforilacion por
PKC o por CKII inhiben la union entre estas dos proteinas, todos estos sitios de
fosforilacion se encuentran en el extremo amino terminal de la distrofina. el cual es
diferente al de la Dp71 (Senter ef al. 1995).

Asi mismo, la distrofina puede ser desfosforilada por calcineurina y por SMP-1. que
es una fosfatasa de tipo2A, aunque con una actividad 3 veces menor que la calcineurina
(Walsh et al. 1995).

Aun no se ha demostrado completamente que la distrofina sea fosforilada por PKC,
ya que existen reportes en los que se aisla la proteina de musculo y si se utiliza
estaurosporina, que inhibe a la PKC, decrementa la fosforilacion de la distrofina (Luis et
al., 1993), lo que apunta hacia una posible participacion por parte de PKC para fosforilar a
la distrofina, pero también hay reportes en los que en ensayos in vifro la distrofina no es
sustrato de PKC adicionada exégenamente. y ademas mediante ensayos de fosforilacion in
vitro con PKC de cerebro no hay deteccion de la incorporacién de fosforo radioactivo a
proteinas de fusién con la secuencia del extremo carboxilo terminal de la distrofina (Milner
et al, 1993; Shemanko ef al., 1995).

Hablando especificamente de la Dp71, el anico reporte que habla sobre su
fosforilacion, es un reporte en el que sobre-expresan la Dp71 en células musculares de
ratones mdx, y se menciona que esta proteina se marca metabolicamente utilizando P* en el
medio de cultivo, y que utilizando inhibidores de cinasas se modifica la movilidad
electroforetica de la Dp71, lo cual indica que hay fosforilacion de la misma. sin embargo no
hay que perder de vista que esta proteina fue sobre-expresada, y que se utiliza un modelo
muscular, donde normalmente no hay Dp71. Ademas, si bien es cierto esta Dp71 sobre-
expresada en musculo es capaz de restaurar el complejo de las DAP’s en membrana
muscular, no puede reparar los dafos causados por la ausencia de la distrofina. lo cual

sugiere que estas proteinas tienen una funcion diferente (Cox et al, 1994).



Hasta | lecha solamente se ha reportado que la distrofina es fosforilada en residuos
de serina y de freonind. pero no en tirosina (Luise ef al, 1993), también se han hecho mapas
peptidicos en los que no se detecta fosforilacion en tirosina (Madhavan vy Jarret, 1999).

Es importante sefalar que algunos miembros de las DAP’s también son
fosforilados. ln distrobrevina presenta fosforilacion en tirosina y se cree que esla

modificacion  regula  la  distribucion  de  la  isoforma  de  distrobrevina

PYCT"(Balasulwamanian e/ al, 1998).

El B-distroglicano se fosforila en residuos de tirosina y esta modificacion afecta
negativamente su interaccion con la utrofina. En este caso se demostré que la fosforilacion
es, ademas, dependiente de la adhesion celular (James er al. 2000).

Tomando en cuenta que la distrofina comparte los dominios rico en cistinas y
carboxilo termmnal con la Dp71. es razonable suponer que la fosforilacion que sufre la
distrofina en cslos dominios también esta presente en la Dp71. De hecho, se ha demostrado
que la Dp71 s fosforila en residuos de serina y treonina en un raton transgénico que
expresa a la Dp/1 en el misculo esquelético (Cox ef al, 1994).

De manera interesante, el sitio para fosforilacion ubicado en el exon 78 para la
cinasa p34%’ . \ ¢l sitio del ex6n 79 para CaM cinasa II se perderian cuando la Dp71 sufre
splicing alternntive de este exon y en su lugar apareceria un sitio de fosforilacion para la
CKII, dentro de los 31 residuos que se adicionan cuando ocurre el corrimiento en el marco
de lectura de In Dp71. Tomando en cuenta que la isoforma nuclear de la Dp71 contiene el
dominio codificado por el exén 78 y que la isoforma citoplasmdtica carece de este, es

interesante anulizar la posible participacion de la fosforilacion en la localizacion subcelular

de las dos isoformas de la Dp71.



B) 3.- OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Estudiar la fosforilacion de la Dp71 en células PC12.

OBJETIVOS PARTICULARES

Demostrar la fosforilacion de la Dp71 endogena en las células PC12.

Determinar el efecto de TPA. suero y AMPc sobre la fosforilacion de la Dp71 en

células PC12.



C) 4.- METODOLOGIA

Cultivo celular

Las células PC12 se cultivaron en medio RPMI suplementado con 10% de suero
inactivado de caballo, 3% de suero fetal bovino, 25 U/ml de penicilina y 25 pg/ml
estreptomicina. Las células se incubron a 37°C en atmosfera humeda con CO; al 5%.

Los estimulos se hicieron agregando al medio de cultivo TPA a una concentracion
final de 100 nM, AMPc 500uM v para el suero, se cambio ¢l medio de las células una
noche antes de hacer el estimulo con una concentracion de suero fetal bovino de 2.5%, y
esta concentracion se elevo hasta 15 y 20%. Todos los estimulos fueron por espacio de 1
hora v de 30 min para el caso del estimulo de suero de al 20%.

Obtencion de extractos de proteinas totales

Para el aislamiento de proteinas el medio de cultivo se aspird mediante vacio. y las
células se lavaron con 1 ml de PBS; el PBS se removio por aspiracion y se adicionaron 500
pl de RIPA 2X(EGTA 2 mM. Tris HCI pH7.5 20 mM, NaCl 316 mM) suplementado con
inhibidores de fosfatasas (Na3VO4 20 mM, NaMbQs; 20mM, NaF 30mM) v con
inhibidores de proteasas (mini-complette Roche Labs). La mezcla resultante se paso de 3 a
5 veces por una jeringa de 1 ml, y se incubé en hielo por 15 min y se cuantifico la
concentracion de proteinas por el método de Bradford.

Inmunoprecipitacion.

Se tomaron de 1 a 2 mg de proteina y se incubaron en agitacion constante durante
toda la noche a 4°C con el anticuerpo inmunoprecipitante (H5A3 para la distrofina de 427
kDa y las dos isoformas de la Dp71. y SF3 para la isoforma de la Dp71 que carece del ex6n
78) acoplado a agarosa-proteina A.. Después de la incubacion el inmunoprecipitado se
centrifugo en frio por 15 minutos a 13,000 rpm y la pastilla se lavo 2-4 veces con NET-
BSA (BSA 0.25%, TrisHCI pH 7.5 50mM, NaCl 150 mM, NP-40 0.1%, EDTA pH 8.0 1
mM. Na;VO,; ImM, NaMbO 20 mM, NaF 10 mM, PMSF 0.5 mM). Los lavados tienen
como funcién la remociéon de las proteinas que se unieron inespecificamente a la agarosa-

proteina A.



Inmunodeteccion en fase solida

La pastilla de agarosa-proteina A obtenida del inmunoprecipitado se disolvio en 25
ul del amortiguador de muestra y se sometio a electroforesis en geles de poliacrilamida en
gradiente del 3 al 10 %. La electroforesis se corrid a 120 volts por 90-120 min.

Las proteinas se transfirieron del gel de poliacrilamida a una membrana de
nitrocelulosa empleando 35 volts durante toda la noche. La membrana se tifio con rojo de
Ponceau, para corroborar que las proteinas se transfirieron eficientemente a la membrana.
La membrana se bloque6 por una hora con leche al 6% y finalizado este lapso de tiempo se
mantuvo en PBS hasta que se colocé en contacto con el anticuerpo a probar. El anticuerpo
primario H5A3, se uso a una dilucion de 1:100 en TBST y de 1:200 para 5F3. Se
emplearon 500pl de la solucion por carril. y la incubacion fue por toda la noche.

Posteriormente, la membrana se lavo por 5, 10 y 15 min con TBST. y se incubé con
el anticuerpo secundario a una dilucion de 1:5.000. Se utilizaron los mismos volumenes
que para el caso del anticuerpo primario.

La membrana se lavo de nuevo por 5, 10 y 15 min con TBST, y se procedio con el
revelado de la placa por quimioluminiscencia (ECL). Se colocd sobre la superficie de la
membrana 700 pl de la solucion A y 700 pl de la solucion B; pasado 1 min se removio el
exceso de liquido y se expuso la membrana a una placa radiografica por 5 min y/o por 1
hora. La membrana se desnudoé de acuerdo a las condiciones recomendadas por el vendedor

y se reprobd con otros anticuerpos primarios.



D) 5.-RESULTADOS.

Obtencion de extractos totales de proteinas de células PCI12.

Un primer paso en el estudio de la fosforilacion de la Dp71 en las células PC12 fue
la estandarizacion de la obtencion de extractos proteicos a partir de esta linea celular. Para
este fin, utilizamos células a una confluencia mayor al 80%. y el método de extraccion de
proteinas denominado RIPA. Con esta metodologia se obtuvieron concentraciones de
proteinas que variaron entre los 3 v 6 pg de proteina por pl. En la figura 1 se muestra el

perfil de proteinas totales de las células PCI12 en donde es evidente la integridad de las

proteinas tanto de alto como de bajo peso molecular.

Figura 1. Perfil de proteinas totales de las células PC12. Los extractos de proteinas se
obtuvieron por el método de RIPA, como se describe en Materiales y Métodos. En la figura
se muestra un gel de poli-acrilamida en gradiente del 3 al 10% con SDS, tefiido con azul de
coomassie. Los carriles 1 y 2 corresponden a extractos obtenidos a partir de cultivos
controles de células PC12. En los carriles 3-4 y 5-6 se muestran los perfiles de proteinas

obtenidos de las de células PC12 estimuladas con TPA y suero, respectivamente.



Se decidio probar la especificidad de los anticuerpos HSA3 y 5F3. que reconocen a
la Dp71. para lo cual se empled la técnica de electro-transferencia y deteccion en fase
solida. El anticuerpo H5A3. reconoce una parte de la Dp71 que esta localizada en la region
codificada por los exones 74 y 75 de la distrofina, los cuales son compartidos por las
isoformas de la Dp71 que tienen y que carecen del exon 78. Por su parte. el anticuerpo 5F3
reconoce la secuencia de los tltimos 31 aminodacidos de la region carboxilo terminal de la
isoforma de la Dp71 que carece del dominio codificado por el exon 78. Para estas pruebas

se emplearon extractos de proteinas totales de células PC12 y de cerebro de raton, este

altimo a manera de control positivo de la reaccion.

Una inmunodeteccion tipica utilizando ambos anticuerpos se muestra en la figura 2.
Con el anticuerpo 5F3, la sefial correspondiente a la Dp71 se observé abajo del marcador de
68 kDa (carriles 2-4) mientras que con el anticuerpo HSA3 la banda de esta proteina migro
arriba del marcador mencionado (carriles 5-7). La validez de estos resultados se
corroboraron en extractos de cerebro (carriles 1 y 8). El anticuerpo H5A3 detecto ademas
una banda que migré arriba del marcador de 200 kDa. En las células PC12, esta sefal
corresponde a la utrofina (carriles 5-7) ya que esta linea celular no expresa a ninguna de las
distrofinas de 427 kDa. En el extracto de cerebro, esta banda puede corresponder a la
distrofina de 427 kDa y/o a la utrofina. La banda inferior del marcador de 200 kDa es de
origen no identificado, y considerando que en las células PC12 solo se expresa la Dp71, lo
mas probable es que esta banda sea un producto inespecifico no relacionado con las
distrofinas. por lo que esta banda no se toma en cuenta en los ensayos con el anticuerpo
H3A3.



5F3 HS5A3

Figura 2. Inmunodeteccién de la Dp71 en las células PC12. Los extractos de proteinas se
obtuvieron como se describe en Materiales y Métodos. Se cargaron 80 pg de proteinas en
cada carril del gel de poliacrilamida y estas se transfirieron a una membrana de
nitrocelulosa, como se describe en Materiales y Métodos. La deteccion de la Dp71 se
realizo mediante el uso del anticuerpo 5F3 (carriles 1-4) 6 H5A3 (carriles 5-8). Proteinas de
cerebro de ratén (carriles 1 y 8). Proteinas de las células PC12 (carriles 2-7). En el lado

derecho de la figura se sefialas los marcadores de peso molecular.

Inmunoprecipitacién de distrofina y DP71 con anti-fosfoaminoacidos.

Una de las estrategias utilizadas para evidenciar la fosforilacion de alguna proteina
en particular es la utilizacién de anticuerpos que reconocen residuos de aminoacidos
fosforilados como la serina, treonina o tirosina. Con estos anticuerpos se puede
inmunoprecipitar a las proteinas que presenten fosforilacion en cualquiera de estos
aminodcidos dentro de cualquier lugar en su secuencia y posteriormente se puede revelar la
sefial de la proteina con el empleo de anticuerpos especificos. Por lo tanto, para investigar
si la Dp71 esta fosforilada en las células PC12, se realizaron ensayos para
inmunoprecipitarla con anticuerpos que reconocen aminoacidos fosforilados. En base a los
antecedentes de que la distrofina 427 se fosforila en residuos de serina y treonina, la
primera reaccion de inmunoprecipitacion de la Dp71 se hizo con anticuerpos antifosfo-
serina y la inmunodeteccion con el anticuerpo H5A3. En la figura 3 se observa la deteccion

de un par de bandas a la altura de 68 kDa, que podrian corresponder a la Dp71: la banda

17



adicional que se observa a la altura de 29 kDa corresponde a las cadenas ligeras de los

anticuerpos antifosfo-serina.

En el siguiente ensayo se utilizd una mezcla de anticuerpos antifosfo-serina y
antifosfo-treonina en una sola reaccion de inmunoprecipitacion con el fin de detectar mas
facilmente cualquier posible fenomeno de fosforilacion en células PC12 sin ningun tipo de
estimulo v se revelo utilizando el anticuerpo H5A3. En la figura 4A se observa la deteccion
de la banda correspondiente a la Dp71, y otra sefial superior al marcador de 200 kDa que
identifica a la utrofina. Con este resultado se decidid utilizar los anticuerpos
inmunoprecipitantes por separado, y en este caso se observo que la seial de la Dp71 es de
una intensidad mayor cuando la inmunoprecipitacion se llevo a cabo con el anticuerpo
antifosfo-treonina comparado con la sefial obtenida con el anticuerpo antifosfo-serina

(figura 4B).

68 kDa

29 kDa

Figura 3. Fosforilacién de la Dp71 en residuos de serina. Un extracto de proteinas
totales de las células PC12 sin ningan estimulo se inmunoprecipitaron con anticuerpos
antifosfo-serina y se revelaron con el anticuerpo H5A3, como se describe en Materiales y
Métodos. Las bandas a la altura del marcador de 68 kDa corresponden a la Dp71. y la senal
al nivel del marcador de 29 kDa corresponde las cadenas ligeras de los anticuerpos

Inmunoprecipitantes.



_ 200 kDa
200 kDa

68 kDa

Figura 4A Figura 4B

Figura 4. Fosforilacion de la Dp71 y de utrofina. Los extractos de proteinas totales de las
células PC12 se inmunoprecipitaron con una mezcla de anticuerpos anti-fosfoserina y anti-
fosfotreonina (A) o con cada anticuerpo por separado (B) y se revelaron con el anticuerpo
HS5A3 como se describe en Materiales y Métodos. Carriles: 1, extractos inmunoprecipitados
con anticuerpos antifosfotreonina, 2. extractos inmunoprecipitados con anticuerpos anti-
fosfoserina. Estos extractos se dejaron correr mas tiempo por lo que no se observa la banda

de las cadenas ligeras de los anticuerpos inmunoprecipitantes como en la figura anterior.

Antes de proseguir con los experimentos de inmunoprecipitacion con los tres
antifosfoaminoacidos y su posterior inmunodeteccion con los anticuerpos antidistrofina, se
realizO una reacciéon de inmunoprecipitacion con los antifosfoaminoacidos y se
inmunodetecté con un anticupero anti-MAPK, que reconoce a las enzima ERK-1 y ERK-2,
esto con la finalidad de poder manejar la reaccion de inmunoprecipitacion, ya que se ha
reportado que estas proteinas se encuentran fosforiladas de manera basal y esta
fosforilacion es afectada mediante el uso de diferentes estimulos.

En la figura 5 se observan un par de bandas a al altura de 43 kDa, estas bandas
corresponden a las isoformas de ERK 1 (44 kDa) y ERK-2 (42 kDa), este ensayo
comprueba que no hay problemas para llevar a cabo las reacciones de inmunoprecipitacion.
ademas de que se puede observar que hay un incremento en la sefal de los
inmunoprecipitados en las células estimuladas con TPA y suero, con respecto al control
(carriles 6 y 5 con el 7), vy en extractos totales la intensidad no varia demasiado, aunque se
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observé un ligero aumento con los estimulos, este es mas cvidente en los

inmunoprecipitados.

200 kDa

68 kDa

43 kDa

Figura 5. Ensayos control para inmunoprecipitacion con antifosfoaminoacidos. Se
llevaron a cabo reacciones de inmunoprecipitacion con el anticuerpo antifosfo-tirosina, y se
inmunodetectaron ERK-1 y ERK-2, de la misma manera que se describe en materiales v
metodos. Carriles: 1. extracto total de proteinas de cerebro de rata; 2 extracto total de PC12
estimulada con suero; 3 extracto total de PC12 estimuladas con TPA; 4 extracto total de
PC12 sin estimulo; 5 inmunoprecipitado con antifosfo-tirosina de células PC12 estimuladas
con suero; 6 inmunoprecipitado con antifosfo-tirosina de células PC12 estimuladas con

TPA: 7 inmunoprecipitado con antifosfo-tirosina de células PC12 sin estimulo.

Una conclusion que se obtiene de las figuras 3 y 4 es que la Dp71 se fosforila de
manera basal y con la finalidad de conocer como se regula la fosforilacion de la Dp71, se
utilizaron en un inicio ensayos de inmunoprecipitacion de la Dp71 en células PCI2
estimuladas con TPA (el TPA es un estér de forbol que estimula a la protein cinasa C,
[(PKC]), AMPc ( que estimula a la protein cinasa A, [PKA]) y con incremento de suero
(para estimular varios tipos de cinasas a la vez). Las reacciones de inmunoprecipitacion se
realizaron con anticuerpos antifosfo-serina, antifosfo-treonina y antifosfo-tirosina por
separado. Como se observa en la figura 6, las bandas a nivel del marcador de 68 kDa, que
corresponden a la Dp71 de las células que fueron estimuladas con TPA por 30 minutos
presentan un incremento sustancial en su intensidad. Este fenomeno se observo con los tres
antifosfo-aminoacidos diferentes, las intensidades de cstas bandas se cuantificaron
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densitometricamente y se obtiene un valor de 18 para cada uno de los tres
antifosfoaminoacidos (estas medidas son arbitrarias), estos valores se incrementan cuando
las células son estimuladas con TPA y los valores se elevan un 22% mas que en el control
para fosfoserina, 44% para fosfotreonina, y a 61% para fosfotirosina. También se observa la
banda correspondiente a utrofina, la banda superior al marcador de 200 kDa, esta banda no
sufre cambios en la intensidad aun con la diferencia en los tratamientos, lo cual indica que
la respuesta para Dp71 es especifica. Se observo una banda inferior que podria también
derivarse de la Dp71, sin embargo no hay evidencia de que se expresen otros miembros de
la familia de la distrofina en esta linea celular por lo que el origen de esta banda asi como
de la banda que se observa entre el marcador de 68 kDa y el marcador de 200 kDa son de

origen desconocido.

200 kDa

68 kDa

L= 7 N >

v v
C+ TPA Sin estimulo

Figura 6. Fosforilacion de la Dp71 en las células PC12 estimuladas con TPA. La
inmunoprecipitacion de los extractos de proteinas y la deteccion con el anticuerpo H5A3 de
llevé a cabo como se describe en Materiales y Métodos. En la figura se observa un doblete
a la altura de 68 kDa, que corresponde a la Dp71 y una banda superior a los 200 kDa, que
corresponde a utrofina. Carriles: 1, extracto total de proteinas de cerebro, 2 y 5, extractos
inmunoprecipitados con antifosfo-tirosina; 3 y 6, extractos inmunoprecipitados con
antifosfo-treonina y 4 y 7. extractos inmunoprecipitados con antifosfo-serina. Sin estimulo.
células sin tratamiento. TPA. células estimuladas con este compuesto. En el lado derecho

de la figura se sefialan los marcadores de tamano.
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En la figura 7 se observa el resultado de las inmunoprecipitaciones con células
PC12 estimuladas con AMPc, y suero. En estas condiciones las intensidades de las bandas
no cambian con respecto a las células sin estimulo, aun cuando se observa un decremento
en las bandas de las células tratadas con suero. También se observa la banda
correspondiente a utrofina (arriba del marcador de 200 kDa), y esta banda no sufre cambios

en su intensidad con ninguno de los tratamientos.

1 2 3 4 5 6 W

200 kDa

68 kDa

C+ AMPc Suero

Figura 7. Fosforilacién de la Dp71 en las células Pc12 estimuladas con suero y AMPe.
La inmunoprecipitacion de los extractos de proteinas y la deteccion con el anticuerpo H5A3
se llevé a cabo como se describe en Materiales y Métodos. Carriles: 1,. extracto total de
proteinas de cerebro, como control positivo; 2 y 5, inmunoprecipitacion con antifosfo-
tirosina; 3 y 6. inmunoprecipitacion con antifosfo-treonina; 4 y 7: inmunoprecipitacion con
antifosfo-serina. AMPc, células estimuladas con AMP ciclico. Suero, células estimuladas

con suero. En el lado derecho de la figura se sefialan los marcadores de tamaiio.

Con el objetivo de corroborar estas observaciones, se repitio el ensayo de la
estimulacion de las células con TPA y suero, en esta ocasion la concentracion de suero se
elevo hasta 20% v no a 15% como en la figura 6. Como se observa en la figura 8. se obtiene
nuevamente una fosforilacion basal en las células sin estimulo y esta fosforilacion se
incrementa cuando las células se estimulan con TPA, por esto la fosforilacion de la Dp71

en respuesta al TPA es reproducible.



200 kDa

68 kDa

TPA Sin estimulo

Figura 8. Fosforilacién de la Dp71 e las células PC12 estimuladas con TPA y suero. La
inmunoprecipitacion de los extractos de proteinas y la deteccion con el anticuerpo HSA3 de
llevo a cabo como se describe en Materiales y Métodos. En la figura se observa un doblete
a la altura de 68 kDa, que corresponde a la Dp71 y una banda superior a los 200 kDa, que
corresponde a utrofina. Carriles: 1 y 4 inmunoprecipitaciones con anti-fosfotirosina;
carriles 2 y 5 inmunoprecipitaciones con anti-fosfotreonina-; carriles 3 y 6
inmunoprecipitaciones con antifosfoserina. TPA, células estimuladas con este compuesto.
Sin estimulo, células sin tratamiento. En el lado derecho de la figura se sefialan los

marcadores de tamano.

Con la finalidad de averiguar si la fosforilacion de la Dp71 esta presente en la
isoforma de esta proteina que carece del dominio codificado por el exon 78, se utilizaron
las membranas analizadas previamente con el anticuerpo H5A3 y se reprobaron con el
anticuerpo 5F3, que reconoce a los 31 aminoacidos que se incorporan a la molécula cuando
se pierde el exon 78. En la figura 9 observamos la presencia de una banda a la altura del
marcador de 68 kDa correspondiente a la Dp71, no observamos las bandas superiores
presentes cuando se revela con el anticuerpo H5A3, lo cual es un indicio de que la sefial
obtenida en este caso es especifica para la isoforma de la Dp71 que no tiene el exon 78. De
manera interesante. se observo que la isoforma de la Dp71 (-78) no presenta fosforilacion

en serina bajo ninguna de las condiciones experimentales (Figuras 9 y 10) y la senal incluso
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es menor en las células estimuladas con TPA, sobre todo en el caso de los
inmunoprecipitados con anti-fosfotirosina. Sobre todo para el caso del inmunoprecipitado
con antifosfo-tirosina, En las células estimuladas con suero solo se detecta a la DP71 (-78)
cuando se inmunoprecipita con el anticuerpo antifosfo-tirosina (figura 10) y la senal de la

Dp71 en células estimuladas con AMPc se mantiene constante para serina y tirosina.

200 kDa

68 kDa

v v

TPA Sin estimulo

Figura 9. Fosforilacion de la isoforma de la Dp71 (-78) en células PCI12 estimuladas
con TPA. La inmunoprecipitacion de la Dp71 con anticuerpos anti-fosfo aminoacidos y el
revelado con el anticuerpo anti-Dp71 5F3 se llevo a cabo como se describe en Materiales y
Métodos. Carriles: 1 y 4: inmunoprecipitacion con antifosfo-tirosina; 2 y 5
inmunoprecipitacion con antifosfo-treonina; carriles 3 y 6: inmunoprecipitacion con
antifosfo-serina. TPA, células estimuladas con este compuesto. Sin estimulo, células sin

tratamiento.



200 kDa

68 kDa

AMPc SUERO

Figura 10. Fosforilacion de la Dp71 en las células Pc12 estimuladas con suero y AMPe.
La inmunoprecipitacion de la Dp71 con anticuerpos anti-fosfo aminoacidos y el revelado
con el anticuerpo anti-Dp71 5F3 se llevo a cabo como se describe en Materiales y Métodos.
Carriles: 1 y 4: inmunoprecipitacion con antifosfo-tirosina; 2 y 5: inmunoprecipitacion con
antifosfo-treonina; carriles 3 y 6: inmunoprecipitacion con antifosfo-serina. AMPc, células

estimuladas con AMP ciclico. Suero, células estimuladas con suero.



E) 6.- DISCUSION

Recientemente se han descrito varios estudios sobre las isoformas de la Dp71
generadas por variaciones en el corte y empalme del RNA mensajero primario (Austin et
al., 2000; Chavez er al., 2000). De manera interesante. nuestro grupo de investigacion
demostro que las isoformas alternativas de la Dp71 presentan una localizacion diferencial
en las células PC12. HeLa y NI1E115. La isoforma que carece de los dominios codificados
por los exones 71 y 78 tiene una localizacion citoplasmatica mientras que la isoforma -
71/+78 tiene una localizacion nuclear.(Gonzales et al, 2000).

El transporte nuclear de proteinas esta regulado principalmente por la presencia de
sefales de localizacion nuclear (NLS) presentes en la molécula cargo. Estas sefales
consisten en un grupo de aminoacidos basicos que sen reconocidos por una familia de
proteinas conocidas como importinas. Sin embargo, la presencia de una NLS en la
molécula a ser transportada no asegura su ingreso al nucleo, se ha demostrado que la
fosforilacion de la proteina a transportar regula el funcionamiento de la NLS (Jans y
Hubner. 1996). La fosforilacion de proteinas puede anclar a la molécula cargo al
citoplasma, impidiendo su viaje a nicleo, o bien puede liberar a la proteina de alguna
interaccion que la mantenia secuestrada en el citoplasma permitiendo asi su ingreso al
nucleo. (Moll er al, 1991; Karin y Hunter, 1995; Heist er al, 1998). A este respecto, es
importante mencionar que en el dominio codificado por el exén 78 de la Dp71 existe un
sitio de fosforilacion para la cinasa p34°*? (Milner et al., 1993; Shemanko ef al., 1995), y
un sitio para la CaM cinasa II en el dominio codificado por el exén 79. Estos sitios
potenciales para fosforilacion se pierden cuando se remueve el exon 78 por procesamiento
alternativo del RNAm. Asi mismo este procesamiento del transcrito inserta un nuevo sitio
de fosforilacion para la CKII. Tomando en consideracion estos antecedentes es posible que
la fosforilacion de la Dp71 este regulando su localizacion subcelular.

Hasta ahora solo se ha reportado la fosforilacion de la distrofina de 427 kDa (Luise
etal., 1993: Milner at al.. 1993; Madhavan Y Jarret, 1994; Walsh er al., 1995; Shemanko er
al.. 1995; Michalak er al., 1996; Madhavan y Jarret, 1999), y respecto a la Dp71, solo
existe un reporte de su fosforilacion, esto en un raton transgénico que expresa de manera
antinatural a esta distrofina en musculo. (Cox er al., 1994).
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Con base a los antecedentes mencionados, en este estudio decidimos averiguar si la
Dp71 se fosforila en las células PC12. Nuestros resultados indican que la Dp71 es
fosforilada en residuos de serina v de treonina (figuras 3 y 4) lo cual coincide con lo
reportado para la distrofina de 427 kDa. cuyo extremo carboxilo, compartido con la Dp71,
es fosforilado en ambos residuos por una gran cantidad de cinasas (Milner ar al., 1993;
Madhavan Y Jarret, 1994; Walsh er al.. 1995; Shemanko er al.. 1995; Michalak er al..
1996; Madhavan y Jarret, 1999). Sin embargo, detectamos que la Dp71 puede ser
fosforilada también en residuos de tirosina; a este respecto se sabe que dentro de la
secuencia de la distrofina 427kDa hay un sitio consenso (tirosina 3215) para fosforilacion
por tirosin cinasas, pero no existen reportes que avalen su funcionalidad (Luise et al., 1993;
Madhavan y Jarret, 1999). Esta tirosina se encuentra dentro del sitio rico en cisteinas de la
Dp71, que es importante para las interacciones que lleva a cabo con diferentes proteinas del
complejo de DAP’s, por lo cual su fosforilacion podria ser un elemento importante en la
regulacion de estas interacciones. Estos resultados indican que existe una fosforilacion
particular para Dp71, que no es la misma que para la distrofina y esto apoya la idea de que
la funcion de estas proteinas es diferente, ademas pueden formar complejos DAP’s que
cambien en su composicion.

Nuestros resultados demostraron que la fosforilacion de la Dp71 es sensible a TPA;
este compuesto es un ester de forbol que estimula a la PKC. De hecho, ante este estimulo se
observo un incremento en la fosforilacion de los tres diferentes tipos de aminoacidos. Estos
datos son novedosos ya que incluso para la distrofina 427 kDa no es claro si la PKC puede
fosforilar a la distrofina (Luise er al., 1993; Shemanko et al., 1995). La familia de PKC
comprende al menos 12 isoformas que se dividen en tres grupos: las PKCs clasicas que se
denominan, o, By, Bu, ¥ ¥, que son sensibles a Ca*", diacil-glicerol, o esteres de Forbol
(como el TPA); las PKCs nuevas, llamadas 6, €, 1, 0, y p, que son sensibles a DAG y
esteres de forbol, pero no a calcio; y las PKCs atipicas, £ y A/1, que son insensibles a calcio,
DAG vy esteres de forbol (Wooten et al, 2001). Por todo esto serd importante averiguar cual
de las PKCs sensibles a esteres de forbol, clasicas y nuevas, es la causante de la
fosforilacion de la Dp71.

Contrario a lo reportado de que el AMPc incrementa hasta 6 veces la fosforilacion
de la distrofina 427 kDa (Luise er al, 1993) nosotros no pudimos detectar cambio alguno en

la fosforilacion de la Dp71 en presencia de este compuesto (figuras 5 y 6).



En este estudio también observamos que la isoforma de la Dp71 -78 es fosforilada
en residuos de treonina y de tirosina, pero no en residuos de serina. Cuando se remueve el
exon 78 se eliminan dos treoninas de la molécula (una codificada en el exon 78 y otra en el
exon 79), pero se mantienen los residuos de serina, de los cuales hay dos en el dominio
codificado por el exon 76. Estos resultados pueden explicarse con base a que a que el
procesamiento del exon 78 puede ocasionar cambios conformacionales en la proteina que
hagan inaccesibles a los residuos de serina para la accion de las cinasas.

Para completar una idea sobre la fosforilacion de las diferentes isoformas de la dp71
es necesario ejecutar experimentos paralelos con el empleo de anticuerpos que distingan
especificamente a la isoforma +78.

Consideramos que el presente estudio establece las bases para estudiar el papel
fisiologico de la fosforilacion de la Dp71. Un fenomeno interesante que debe de evaluarse
es la participacion de la CaM cinasa 1, la CKII y la p34cdc2 dado que estas cinasas tienen
sitios de fosforilacion en el exon 78 o en el exon 79, esto quizd mediante el uso de
inhibidores especificos para cada una de estas cinasas ademas de determinar si esta
modificacion post-traduccional regula la localizacion subcelular de las isoformas de la

Dp71.en las células neuronales PC12.

IZT.

F) 7.-CONCLUSIONES

IZTACALA

La Dp71 se fosforila de manera basal en residuos de treonina, serina y tirosina

La fosforilacion de la Dp71 se estimula con TPA.

La isoforma Dp71 -78 no se fosforila en residuos de serina.
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