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RESUMEN

La distrofina es una de las proteinas mas estudiada en las afecciones musculares
conocidas como distrofia muscular de Duchenne y Beckeer, asociadas ha esta proteina se
encuentran otras que se han denominado en su conjunto, complejo de proteinas asociadas al a
distrofina (DGC), juntas (disrofina-DGC) forma un puente entre la matriz extracelular y el
citoesqueleto de la fibra muscular, sugiriendo con este arreglo un sostén de la fibra durante el
proceso contraccion-relajacion. Dentro del DGC se encuentra el subcomplejo conocido como
complejo sarcoglicano-sarcospan, formado a su vez por diferentes proteinas denominadas a-, -,
Y-, O-, €, y C-sarcoglicanos y la proteina sarcospan. Aunque no se conocen por completo las
funciones de este subcomplejo se propone que ademas de contribuir al mantenimiento de la
estabilidad de la fibra muscular, sus subunidades pueden participar en procesos de traduccion
de sefales, adhesion y proliferacion celular. La ausencia de los sarcoglicanos o, B, vy Y 8,
también causan distrofias musculares, solo que ha estas se les ha nombrado, de cintura (LGMD
de sus siglas en ingles) de tipo LGMD2D, LGMD2E, LGMD2C y LGMD2F respectivamente. En
modelos murinos solo se habia reportado un transcrito de 8-SG en musculo esquelético, que
traduce una proteina homologa a 8-SG1 en humanos. Posteriormente se encontrd un trascrito
diferente que produce una isoforma que resulta interesante caracterizar para poder contribuir a
la comprensién de la funcién de las proteinas que conforman el complejo sarcoglicano-
sarcospan. Considerando que la presencia de transcritos en determinados tejidos no implican la
presencia forzosa de la proteina que traduce, este trabajo consistio, en localizar la presencia de
esta nueva proteina, en musculo esquelético de ratén que nombramos 8-SG3, y que el analisis
por computadora del RNA mensajero, mostr6 la formacion de una proteina mas corta debido a
la sustitucion de los 122 aminoacidos del extremo carboxilo terminal que presenta 8-SG1 por
diez nuevos aminoacidos (EGFLNMQLAG). El analisis por inmunofluorecencia indirecta en
cortes de musculo esquelético de raton muestra la presencia de la proteina delta3 en patrones
especificos en secciones longitudinales como transversales. Estos primeros resultados nos
llevaron ha comparar por medio de la inmunotincién las diferencias de localizacién que pueden
presentar dos isoformas de un mismo gen, se observo que 8-SG1 con respecto al 8-SG 3
mostraron patrones diferentes. Adicionalmente se realizd el anélisis comparativo de ambas
proteinas, los resultados obtenidos permiten sugerir que los cambios estructurales de la proteina
8-SG3, pueden alteran su asociacion con otras proteinas del complejo sarcoglicano, permitiendo
al mismo tiempo la unién de esta proteina con moléculas y proteinas diferentes a las que pueden

asociarse a 8-SG1.



1. GENERALIDADES

1.1 ESTRUCTURA DEL MUSCULO ESQUELETICO

El musculo esquelético se desarrolla a partir de precursores uninucleados llamados
mioblastos, cuando estos precursores proliferan y se fusionan, formando células multinucleadas
que se denominan miotubos, estos sincitios alargados son las unidades de organizacion del
musculo esquelético y se conocen como fibras musculares (Tortora 2003, Fawcett 1995). El
musculo esquelético esta rodeado por tejido conjuntivo que forma una estructura de sostén
continua. Para facilitar su descripcién de este, sus diferentes porciones se describen en términos
distintos. El tejido conjuntivo denso que rodea a todo el musculo se llama epimisio. Los finos
tabiques que se extienden hacia el interior del mismo y que rodean a cada fasciculo de fibras se
denomina en conjunto perimisio y el delicado reticulo que rodea a cada fibra individual es nombrado
endomisio (Junqueira 2001, Fawcett 1995). En la Figura 1a se esquematizan las distintas porciones

del tejido conjuntivo que rodea al musculo esquelético.

Las fibras musculares muestran una estriacion transversal, tienen una longitud de hasta
30cm, son cilindricas, multinucleadas, su didmetro varia entre 10-100um y estén dispuestas
paralelamente entre si. Las fibras contiene las mismas organelas que cualquier otro tipo de célula,
solo que sus componentes han recibido nombres especificos, la membrana se denomina
sarcolema, el citoplasma sarcoplasma, el reticulo endoplasmico liso reticulo sarcoplasmico vy las

mitocondrias sarcosomas (Junqueira 2001).



El citoplasma de la fibra muscular se presenta lleno principalmente de miofibrillas que son
las unidades contractiles de la fibra. Estas estructuras se encuentran estrechamente agrupadas,
son cilindricas, tienen un diametro de 1-2 ym y presentan bandas alternantes claras y obscuras en
toda su longitud. Las bandas claras también llamadas bandas | estan formadas por filamentos
delgados constituidos por las proteinas, actina principalmente, Tropomiosina y Troponina. Las
bandas obscuras o bandas A contienen a los filamentos gruesos constituidos por la proteina
miosina. Hay otros detalles adicionales de importancia que son: la linea Z o disco Z de donde
parten los filamentos finos, esta linea Z se localiza en la regidn central de la banda I. La banda H
representa una region de superposicion de la miosina y esta localizada en la porcion central de
cada banda A. El area entre las dos lineas Z adyacentes se denomina Sarcomera (Junqueira

2001). En la figura 1b se esquematiza el arreglo de estas distintas bandas.

Las miofibrillas estéan rodeadas de estructuras membranosas en forma de vesiculas y
tubulos. Estas estructuras forman dos sistemas: uno que consiste en los llamados tbulos T (de
transverso) que son en realidad invaginaciones del sarcolema y son los responsable de la
contraccion uniforme de cada fibra muscular esquelética. Los tubulos T envuelven ambas uniones
de la Banda A e | de cada sarcomera. Los otros, el sistema principal, llamado reticulo sarcoplasmico
(RS), regula especificamente el flujo del i6n Ca?* necesario para la contraccién/relajacion del
musculo. ElI RS esta formado por tibulos rodeados por membrana que constituyen una trama
continua situada entre los estrechos espacios que quedan entre las miofibrillas, muestran un
patron repetido de diferenciaciones locales relacionadas con regiones especificas de las
sarcomeras. La orientacion preponderante de los sarcotubulos es la longitudinal en la zona de
unién de la banda A con la banda |. Los sarcotubulos longitudinales confluyen en un tubulo de

mayor calibre 'y orientacion transversal que se denomina cisterna terminal. Los tubulos



longitudinales que abarcan las sucesivas bandas |y las lineas Z interpuestas finalizan también en
una cisterna distinta localizada en la unién A-I. De esta forma en cada zona de union de las bandas
A-l se puede observar un par de cisternas terminales. Entre cada par de cisternas terminales se
situa un delgado tubulo transverso. Las dos cisternas terminales paralelas y el tubulo T forman un
complejo que se ha denominado triada, (Figura 2c). En esta Ultima existe una especializacion
distintiva de las membranas, en la microscopia electronica se han observado estructuras que
parecen llenar el hueco intermembranoso que hay entre las membranas de las cisternas terminales
y el tubulo transverso. Segun parece, son complejos de proteinas integrales de las membranas en
aposicion, la presencia de estas sugiere la interrogante de si los impulsos se transmiten
eléctricamente de los tubulos T al RS o bien tienen lugar otros medios (Junqueira 2001, Fawcett

1995, Tortora 2003).
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Fig. 1 .Esquemas de la constitucion del misculo esquelético. a) muestra que las fibras musculares estan organizadas en grupos de
haces rodeados por tejido conjuntivo, dividiendo a este en fasciculos que contienen varias fibras musculares b) esquema que ilustra
las diferentes bandas observadas en las miofibrillas, constituidas por la estructura y posicion de los filamentos finos y los filamentos
gruesos del sarcomero. ¢) Esquema de la ultra estructura de la fibra muscular esquelética, el sarcolema y las mifibrillas estan
parcialmente seccionados para observar los diferentes componentes que constituyen a esta. ( en linea, Luisa Miranda 2000, Rodolfo
Vasconselos 2002)



1.2 COMPLEJO DE GLICOPROTEINAS ASOCIADAS A DISTROFINA

En las afecciones musculares la distrofina es una de las proteinas mas estudiadas, la
alteracion en esta provoca la distrofia muscular de Duchenne/ Becker (DMD/DMB) (Hoffman 1998).
Para conocer mejor la funcién de esta proteina se realizaron estudios donde se ha demostrado
que al separarla bioquimicamente esta copurifica como parte de un complejo macromolecular de
glicoproteinas (Hack 2000). Este complejo ha sido nombrado como glicoproteinas asociadas a
distrofina (DGC de sus siglas en ingles). EI DGC puede ser definido como un ensamble multimérico
de proteinas de la periferia y proteinas integrales de la membrana (Crosbie 2000, Hack 1999).

Este complejo puede ser localizado tanto en musculo cardiaco como en musculo esquelético.

El analisis molecular y bioquimico muestra que el DGC esta conformado por tres
subcomplejos de acuerdo a sus caracteristicas bioquimicas (Chan 1998). El primero de ellos, los
componentes citoplasmaticos que consisten en las sintrofinas o, B-1, -2, y-1 Yy v-2, a- y B-
distrobrevina y la distrofina. El segundo subcomplejo, nombrado complejo distroglicano, constituido
por las subunidades « y B distroglicanos (DG). El tercer y ultimo subcomplejo nombrado complejo
sarcoglicano-sarcospan (SG-SPN) constituido por las subunidades «-, B-, v-, 8-, e y (-
Sarcoglicano (SG), ademas de la proteina sarcospan (Campbell 1995,Chan 1998, Blake 2002,

Crosbie 2000).

La interaccion entre los distintos subcomplejos del DGC es importante y se lleva acabo de la
siguiente manera: El amino terminal de la distrofina interactia directamente con F-actina, la
distrofina se une con otros subcomplejos del DGC por su dominio carboxilo terminal, la unién es

directamente con 3-DG que es una proteina trasmembranal que a su vez se une con «-DG que es



una proteina de la superficie celular, esta Ultima sirve como receptor para la proteina laminina-«.2
que pertenece a la matriz extracelular (Crosbie 2000). EI complejo SG-SPN se une directamente
con B-DG por la interaccion con la subunidad 8-SG. Las sintrofinas y distrobrevinas se unen
directamente con la proteina distrofina en su dominio carboxilo terminal. Los componentes y la

interaccidn entre ellos pueden observarse en la figura 2.

Este arreglo del complejo DGC junto con otros estudios, llevan a proponer que este une a
la actina con la matriz extracelular manteniendo la estabilidad mecanica del sarcolema durante la
contraccion de la fibra muscular. Datos més recientes sugieren que el DGC puede también tener
un papel en la sefializacion celular debido a la asociacion de este complejo con moléculas como
Grb2, calmodulina, sintetasa de oxido nitrico neuronal, filamina entre otras (Crosbie 2000, Chan

19998, Ling 1999, Rondon 2001).



Extracelular Complejo SG-SPN g
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Fig 2.Esquema de la organizacion del complejo sarcoglicano-sarcospan. EI DGC une al citoesqueleto de la fibra
muscular con la matriz extracelular por la organizacion de las distintas proteinas integrales de membranas asi
como las proteinas intracelulares y extracelulares.



1.3 EL COMPLEJO SARCOGLICANO-SARCOSPAN

El complejo sarcoglicano-sarcospan (SG-SPN) es un subcomplejo dentro del DGC,
constituido por diferentes proteinas transmembranales denominadas sarcoglicanos, a las cuales se
les asocia la proteina sarcospan. Los sarcoglicanos son proteinas glicosiladas cuya estructura
primaria consiste en un dominio corto intracelular, una region transmembranal unica y un dominio
extracelular grande (Chan 1998). Las primeras proteinas caracterizadas de este complejo se les
denominé como o-, 3, y-, y &-sarcoglicanos cuyos pesos moleculares son de 50, 43, 35 y 35KD
respectivamente, en 1997 se descubrid un homoélogo de «-SG, el cual fue nombrado -SG de un
peso molecular de 45KD. Posteriormente un sexto sarcoglicano fue descrito en el 2002 el cual se
denomind ¢-SG de aproximadamente 40KD (Hack 2002, Ettinger 1997, McNally 1998, Wheeler
2002). En los dominios extracelulares de estas glicoproteinas se han encontrado sitios de N-
glicosilacion asi como sitios potenciales de fosforilacion en los dominios citoplasmaticos (Yoshida
1998, Matsumura 1999). Los sarcoglicanos 3,y y & tiene un grupo de residuos de cisteinas en
la region carboxilo, cuya funcion se desconoce (McNally 1996), aunque esta estructura se ha
reportado frecuentemente en moléculas receptoras. Sarcospan forma parte de la familia de
proteinas tetraspaninas, esta presenta cuatro dominios trasmembranales, sus extremos amino y
carboxilo se ubican en la regidn citoplasmatica y tiene un peso de 25KD (Hack 2000, Wheeler

2002).

La secuencia de estas glicoproteinas revela que « y e-SG son proteinas tipo | (el dominio
amino terminal esta localizado en la region extracelular) ademas de que ambas proteinas

presentan una homologia de 62% a nivel de aminoacidos. Con lo que respecta a las subunidades



B-, y-, 8-y (-SG se ha determinado que son proteinas tipo Il (el extremo amino terminal se
encuentra en la region intracelular), en cuanto a su homologia, y- y 8-SG se relacionan a nivel de
aminoacidos en un 69%, {-SG esta altamente relacionada con y- y 8-SG, mientras que B-SG

guarda una baja homologia con todas estas proteinas (Shi 2004, Ozawa 1997, Hack 2000).

El ensamblaje de los sarcoglicanos se caracteriza por tener un proceso especifico, se sabe
que B-SG tiene un papel especial en este, actuando como promotor de la formacion del complejo.
La glicosilacion de B-SG sirve para la asociacion con 8-SG, que es esencial para la localizacion
apropiada en la membrana, la unidad 3-8 sarcoglicanos se denomina nucleador. Mientras que y-
SG, se propone que sirve como el puente de unién entre el nucleador y «-SG (Hack 2000). Con lo
que respecta a ¢-SG se determind que ésta subunidad forma parte importante del complejo pero se
desconoce como se ensambla en él. De tal forma que la ausencia de uno de los sarcoglicanos
genera la disminucién o pérdida del complejo en la membrana muscular, provocando al mismo
tiempo alteraciones en el complejo distrofina-glicoproteinas. Las causas descritas por las que un
sarcoglicano puede estar ausente son las mutaciones en los genes que codifican especificamente
a las glicoproteinas «-, 3-, y- y 8-SG. La ausencia de estos sarcoglicanos provoca los distintos
tipos de Distrofias Musculares de cintura LGMD (por sus siglas en ingles) de tipo LGMD2D,
LGMD2E, LGMD2C y LGMD2F respectivamente, conocidas también como sarcoglicanopatias.
Ademas los modelos animales deficientes de estos sarcoglicanos, presentan cardiomiopatia
dilatada, la cual también se presenta en pacientes con distrofia muscular con alteraciones en estas
mismas proteinas (Coral-Vazquez 1999, Straub 1998, Hack 1998, Vorged 2001) Las Mutaciones en
e-SG se han asociado con el sindrome de distonia miocldnica y anormalidades psiquiatricas

asociadas (Chan 1998, Marechal 2003, Foncke 2003). Para ¢-SG Wheeler y colaboradores



demostraron que existe una disminucion de este en la distrofia muscular, pero no se ha relacionado
ninguna mutacién en este gen directamente con algun tipo de distrofia u otra patologia. Con lo que

respecta a Sarcospan tampoco se ha relacionado algun tipo de distrofia con mutaciones en su gen.

Con esto, la principal funcion que se le adjudica al complejo SG-SSPN es que interviene en
la estabilizacién de la membrana, aunque estudios recientes proveen evidencia de que también
juega un papel no mecanico, ya que el complejo SG-SPN puede funcionar como receptor para algun
ligando extracelular a través de los sarcoglicanos @, yy &, mientras que el sarcoglicano o podria
actuar como un efector secundario en la posible participacion del complejo SG-SPN en algin

proceso de transduccion de sefiales (Shi 2004, Chan 1998, Hack 1999).

Para los sarcoglicanos se han descrito dos complejos distintos que coexisten en el musculo
esquelético, el primero de ellos constituidos por las subunidades * -, B-, y- y 8-SG el segundo
formado por e -, B-,y- y 8-SG(Straub 1999). En el musculo liso se ha reportado un complejo
conformado por las subunidades « -, B-,y- y 8-SG asociado con distrofina, como se muestra en
la figura 3. Un segundo complejo recientemente reportado en musculo liso vascular y en células
endoteliales del corddn umbilical, muestra la presencia <- y SPN asociado con utrofina. Las
subunidades -, e- y 8-SG’s también se han encontrado en tejidos no musculares (Nigro 1996,
Ettinger 1997, Chan 2005). «-SG es el componente reportado mas ubicuo, ya que se expresa en
células tanto musculares como no musculares (McNally 1998, Ettinger 1997). En cuanto ¢-SG se ha
detectado su expresion a nivel de proteina en musculo esquelético cardiaco y liso vascular

(Wheeler 2002).
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Los sarcoglicanos ademas de presentar la formacion de distintos complejos, como se puede
ver en el esquema de la pagina 12, también presentan una gran variedad de transcritos para cada
una de las subunidades, lo que sugiere la existencia de distintas isoformas. El analisis de ellas
puede aportar informacion debido a los cambios que estas presentan en sus dominios relacionados

tanto con la localizacién tisular como con las proteinas asociadas.

Las isoformas del complejo SG-SSPN, no se han caracterizado a profundidad, de lo que se
conoce, «-SG tiene un transcrito alternativo carente de los exones 6y 7, otro transcrito carente de el
exon 3 (con o sin los exones 6-7) y otro con los exones 6- 7- 8 y uno mas con un exén 5 alternativo.
Para B-SG ademas del transcrito principal de 4.3Kb se han detectado transcritos de 3.0 y 1.35Kb.
En y-SG se han encontrado dos transcritos que varian en el exén 1. Para e-SG se ha reportado la
inclusion de un exon 10 y la existencia de una familia de transcritos con procesamientos alternativos,
que codifican diferentes secuencias en el extremo carboxilo terminal. En ¢-SG se reporta un
procesamiento alternativo con transcritos sin exdn 3, exén 4 o ambos. Para sarcospan se han
encontrado dos transcritos uno de 605.0kb presente exclusivamente en musculo esquelético y
cardiaco y otro de 4.5kb detectado en musculo esquelético, cardiaco, colon, ovario, préstata,
intestino delgado, bazo, testiculo y timo. Para 8-SG se han reportado dos transcritos alternativos,
estos presentan diferencias en la parte carboxilo terminal, ambos transcritos se detallan en la

siguiente seccion (Center for Human and Clinical Genetics [en linea]).
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Figura 3. Organizacion del Complejo SG-SSPN en diferentes tejidos. Muestra los
diferentes complejos formados por los sarcoglicanos. En A se observa los dos
l | | | | | l n l | | | | I ’ diferentes complejos que se pueden formar en musculo esquelético, uno que

contiene a la subunidad a y otro que contiene a la subunidad €, nunca se
encuentran ambas glicoproteinas en un mismo complejo. En B se observa el
Unico complejo que se conoce el cual que contiene a ¢-SG.

sarcospan
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1.4 DELTA SARCOGLICANO

1.4.1 Transcritos

El delta sarcoglicano se localiza en humanos en el 5931.3-q33.2, abarca 433Kb del DNA
gendmico. Produce un RNA mensajero (mRNA) de mayor abundancia de 8.0Kb y otro menos
abundante de 3.6Kb. En rata se ha determinado la existencia de otros transcritos para delta
sarcoglicano lo que sugiere la existencia de empalmes y/o formas alternativas de poliadenilacion del

RNA mensajero (Center for Human and Clinical Genetics [en linea], Jung 1996).

El empalme alternativo del RNA produce dos proteinas diferentes en la porcién carboxilo
terminal, las cuales han recibido los nombres de delta-sarcoglicano 1 (5-SG1) y delta-sarcoglicano 2
(5-SG2). ElI mRNA del transcrito  SGCD1 esta constituido por 9 exones, al comparar este con
SGCD2, se observa un exon diferente en la porcion 3° terminal y diferentes sitios de
poliadenilacién. EI mRNA del SGCD2 no contiene el exdn 9, en su lugar contiene un fragmento del
intron 8 (Center for human and clinical genetics [en linea]). Ambos transcritos se esquematizan el la
figura 4

SGCD1

Fig. 4. Esquema de transcritos SGCD1y SGCD2. Esquema que muestra los dos diferentes transcritos conocidos para el
gen de delta-sarcoglicano en humanos SGCD1y SGCD2. Las cajas blancas, representan los exones que se traducen, la caja
de linea discontinua representa el exén no traducible (UTR), la caja negra representa al exén alternativo. Las lineas que
separan a cada caja estan representando a los intrones.
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1.4.2 Proteina

El transcrito SGCD1 produce una proteina constituida por 289 aminoacidos, la masa
molecular aparente es de 35Kd. El SGCD2 codifica una secuencia carboxilo terminal diferente,
sustituyendo los ultimos 54 aminoacidos que traduce SGCD1 por 23 aminoacidos diferentes

(Center for Human and Clinical Genetics [en lineal).

La proteina que produce SGCD1 contiene en su extremo amino-terminal 36 aminoacidos
hidrofébicos, esta region se encuentra en el dominio citoplasmatico, seguido por 21 aminoécidos de
la region transmembranal mientras que los 232 aminoéacidos restantes se localizan en el dominio
extracelular (Center for Human and Clinical Genetics [en linea]). El dominio carboxilo terminal
contiene tres sitios potenciales para N-glicosilacion y son: Asn51, Asn109 y Asn285 los dos
primeros motivos son conservados. Ademas de presentar cuatro residuos de cisteinas Cys264,
Cys266, Cys282 y Cys289 (Center for Human and Clinical Genetics [en linea], Jun 1996, Hack

2000).

Anteriormente se consideraba que los sarcoglicanos «, B, v y & se localizaban
exclusivamente en el sarcolema de la fibra muscular, siendo esta consideracion, una de las
herramientas mas importantes para el diagnostico diferencial de las distrofias musculares, pero en
2001 se demostro que solo «- y [B-SG conservan esta localizacion exclusiva del sarcolema, en
tanto que y- y 8-SG muestran un patrén estriado en cortes longitudinales de musculo esquelético
de rata (Ueda 2001). Este patron estriado de 5-SG se debe a su localizacién en las cisternas

terminales del reticulo sarcoplasmico. Mientras que y-SG se encontro en la cisterna terminal y en el
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reticulo sarcoplasmico longitudinal. La expresion de 8-y y-SG no se ve alterada por la ausencia de

la distrofina (Ueda 2001).
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1.5 UNA ISOFORMA NUEVA DE DELTA-SARCOGLICANO

En una genoteca de cDNA de musculo esquelético de ratdn, se separaron clonas del cDNA
del gen de delta sarcoglicano. El analisis de la secuencia de DNA de una de estas clonas, muestra
una secuencia de cDNA diferente en su extremo 3" del transcrito del mRNA. Para determinar el
origen de esta nueva secuencia, se alineo con el gen completo de delta sarcoglicano de ratén. El
andlisis mostrd un nuevo transcrito idéntico para SGCD1 (GenBank accession no. NM011891)
desde el exdn 1 hasta el exdn 5, la diferencia de este, es que incluye una porcion del intrén 5 en su
extremo 3" terminal, como se esquematiza en la figura 5. El analisis por computadora (DNA MAN
Lynnon BioSoft) de este cDNA, predice una proteina corta, donde los 122 aminoéacidos de la parte
carboxilo terminal que constituyen 5-SG1 son remplazados por 10 aminoacidos que son: Acido
glutdmico, Glicina, Fenilalanina, Leucina, Asparagina, Metionina, Glutamina, Leucina, Alanina y
Glicina (EGFLNMQLAG). El codén de paro para esta proteina se encuentra en la posicion 532 de
la secuencia del intrén 5. A esta nueva isoforma se le nombré delta sarcoglicano 3 (8-SG3). Se

predice que 8-SG3, esta constituida por 177 aminoacidos (Estrada-Mena 2006).

Fig. 5. Esquema de la estructura del transcrito SGCD1y SGCD3. Las cajas blancas muestran los exones, la cajas de
lineas discontinuas en cada esquema representa un UTR, la caja negra, representa el exén alternativo, que es parte
de unintrén. Las lineas entre las cajas representan a los intrones.
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1.6 DELTA-SARCOGLICANO DE RATON

El gen del delta sarcoglicano de raton se localiza en el cromosoma 11 de esta especie. El
transcrito de esta proteina esta constituido por 8 exones y se muestra un esquema de este en la
figura 6, cuya longitud es de 1,399pb. El uso de ratones como modelo animal en este trabajo, es
debido a la alta homologia que presenta la proteina producida en esta especie con 8-SG1 en
humanos, asi como la accesibilidad de sus tejidos. La proteina producida sin madurar, en raton
tiene un peso molecular 32,133.34 daltons y 289 residuos (Europen Bioinformatics Institute, [en

linea]).

Para el raton se han reportado en las bases de datos dos isofomas, el transcrito
constituido por 8 exones, caracterizado en musculo esquelético y el segundo de ellos caracterizado
en cerebelo de ratones de 10 dias de nacidos, sin que existan reportes de la presencia de este
ultimo en musculo esquelético, constituido por 4 exones, la longitud de este es de 474pb
(ENSMUST00000020613). Produciendo una proteina que tiene un peso molecular de 17,778.82
daltons y un numero de residuos de 187 aminoacidos. (ENSMUSP00000020613) (Europen

Bioinformatics Institute, [ en lineal).

¥

Fig. 6. Transcrito de delta-sarcoglicano en musculo esquelético de Ratén. El esquema que representa la Unica isoforma de
delta sarcoglicano encontrada en musculo esquelético de raton que muestra la isoforma que produce una proteina homologa
en humanos, constituido de 8 exones. Las cajas blancas son exones traducibles, la caja discontinua representa el UTR. Las
lineas entre las cajas representan el tamafio de los intrones. Los numeros indican el numero de exén.
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Aungue los trascritos encontrados en musculo esquelético de estas dos especies resultan distintos
en la forma de empalme, la homologia en estas proteinas es del 94.5%. Para dejar mas claro esto se
alinearon ambas secuencias marcando como del R la secuencia de aminoacidos para la proteina

encontrada en raton y del H para la proteina encontrada en humanos. El alineamiento se muestra a

continuacion.
delR 289 aa vs.
delH 289 aa

94 _.5% identity;
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1. JUSTIFICACION

El complejo sarcoglicano-sarcospan es un conjunto de proteinas involucradas en patologias
severas, ocasionadas por la ausencia de uno o mas subunidades de este complejo, estas patologias
son las distrofias musculares de cintura, pero ademas otros estudios han demostrado la intervencion
de alguna de estas proteinas en otras enfermedades como lo es la cardiomiopatia dilatada y la
distonia mioclénica. De entre los diversos enfoques que existen para comprender la funcion y los
fenotipos patoldgicos de este complejo estd el estudio de las isoformas cuya expresion tejido-
especifica asi como su localizacion subcelular aportan informacion importante.  EI complejo
sarcoglicano se ha encontrado en diferentes tipos de mUsculos formando complejos alternos y para
cada una de las subunidades que lo conforman se ha determinado la presencia de transcritos
alternativos, aunque sus isoformas no han sido caracterizadas a profundidad se tiene evidencia de
su existencia. Es por ello que resulta importante identificar y estudiar estas nuevas proteinas, para
acercarnos a la comprension de su funciéon y su participacion en la generacion de afecciones

musculares y de otros tejidos.
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3. OBJETIVOS

Analizar los cambios estructurales que presenta el sarcoglicano delta 3 a nivel de proteina, y

compararlos con la proteina delta 1.

Determinar la localizacion de la isoforma 3 por medio de la técnica de inmunofluorescencia indirecta

en cortes longitudinales y transversales de musculo esquelético de raton.

Comparar la ubicacién en muasculo esquelético de la isoforma 3 del sarcoglicano delta, con

respecto a la ubicacion de la isoforma 1 de la misma proteina, por medio de técnica de

inmunofluorescencia indirecta, en cortes longitudinales de musculo esquelético de raton.
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4. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

4.1 BIOPSIAS MUSCULARES

Se sacrificaron 10 ratones adultos jovenes de sexo indistinto de la cepa Balb-c por
dislocacion cervical y se obtuvieron biopsias de los musculos gastrocnemio y femoral. Los
musculos obtenidos se montaron sobre distintos corchos con la ayuda de goma de tragacanto o
Tissue Teck, procurando obtener muestras por separado en orientacion transversal y longitudinal.
Una vez que estuvieron correctamente orientadas las muestras se fijaron en isopentano enfriado
en nitrégeno liquido con la finalidad de evitar el deterioro del tejido, se almacenaron a menos 70°C
hasta su uso. Posteriormente se hicieron criosecciones de 7um por triplicado que fueron colocadas
en portaobjetos debidamente rotulados, cubiertos con poli-L-lisina al 1%, en cada porta objetos se
colocaron 6 criosecciones de la misma orientacion, procurando que estas mantuvieran una distancia
suficiente para no sobreponerse entre ellas mismas, como se muestra en la Figura 7. Antes del
montaje en portaobjetos con poli-L-lisina se verifico la calidad de los tejidos y la orientacion de las

fibras musculares con azul de toluidina.
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Fig 7. Esquema de laminillas con criosecciones, para su tratamiento. Esquema que muestra
las caracteristicas necearias para la identificacion de las muestras. La marca en la parte
superior de la laminilla nos indicaba si la fibra estaba en orientacion transversal (MT) o
longitudinal (ML). Las muestras se colocaron por triplicado en dos lineas diferentes. Se rotulo
la proteina a identificar, que al mismo tiempo nos indico el anticuerpo primario a utilizar y sin
tocar las muestras se delineaba un area con plumén hidrofébico.
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4.2 INMUNOFLUORESCENCIA SENCILLAS INDIRECTAS

La proteina 8-SG3 se buscd por inmunofluorecencia indirecta con un anticuerpo primario
policlonal, producido en colaboracién con el Dr. Dominique Mornet del Institut de Biologie en
Montpellier, Francia, por inmunizacién a conejos, utilizando un péptido sintético que contiene la
secuencia de aminoacidos:EGFLNMQLAG, secuencia que se localiza en la porcion carboxilo
terminal de dicha proteina y hace especifico al anticuerpo para dicha variante. Una vez
descongeladas las laminillas y debidamente rotuladas, se coloco plumén hidrofébico tratando de no
cubrir los tejidos con éste. Con la finalidad de bloquear sitios inespecificos y hacer permeable al
tejido se utilizo suero fetal bovino (FBS) al 5%, BSA al 5%, gelatina al 0.5% y Triton X-100 al 0.5%,
diluidos en Buffer de fosfatos (PBS) 1X, ocupando 500ul de ésta solucién para cubrir cada laminilla.
La solucion anterior se colocd durante una hora a temperatura ambiente, terminado este tiempo se
retird esta y se agrego el anticuerpo que reconoce la parte carboxilo terminal de 8-SG, diluido en
FBS al 2.5%, BSA al 2.5%, gelatina al 0.25% y Tween-20 al 0.5% usando como medio de disolucidn
PBS 1X, en una relacion 1:500, cubriendo cada laminilla con 250 pl. Se llevo acabo una incubacion
durante toda la noche a 4°C en una camara humeda obscura. Terminado este tiempo de incubacion
y con la finalidad de retirar todo el exceso de anticuerpo primario, las secciones fueron lavadas tres
veces en tiempos de 5 minutos con la solucién de lavado constituida por PBS 1X y Tween-20 al
0.5%. Se preparo6 una dilucién de anticuerpo secundario en una proporcion 1:250, anti—conejo unido
a carboximetil indocyanina-3 (Cy3, Jackson) en una solucién de PBS 1X, NGS al 3%, BSA al 1% y
Tween-20 al 0.5%. Este se dejo incubar durante una hora a temperatura ambiente, en la camara

humeda obscura. Terminado este tiempo se llevaron acabo los tres lavados de 5 minutos con la
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misma solucién de lavado mencionada anteriormente. Una vez retirado el exceso de anticuerpo
secundario se colocaron 15ul de un medio de montaje antidesvanescente para tejidos con DAPI
(Vectashield, vector lab) con el propésito de hacer mas duradera la fluorescencia y marcar los
nucleos de las fibras. Finalmente se les coloco un cubreobjetos, teniendo cuidado de no moverlo

una vez colocado y se sellaron con barniz.

Las criosecciones fueron examinadas en un microscopio de fluorescencia (axioplan 2

Imaging, Zeiss ) con objetivos de 40X y 100X (zeiss).
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4.3DOBLES INMUNOFLUORESCENCIAS INDIRECTAS

Una vez preparadas las laminillas para su correcta identificacion, como se indico
anteriormente, se bloquearon los sitios no especificos utilizando una solucién bloqueadora de PBS
1X, 0.5M pH 7.3, 5% de FSB, 5% BSA, 0.5% de gelatina y 0.5% de Triton X-100. Para este proceso
se delimitaron los cortes con plumoén hidrofébico y se cubrieron los tejidos con 500ul de esta
solucién, durante una hora a temperatura ambiente dentro de una caja humeda obscura.
Posteriormente se retiro la solucidn bloqueadora y se colocaron 250l de una mezcla de anticuerpos
primarios, el primero de ellos, hecho en conejo, se utilizo en una relacién 1:500 este reconocié los
ultimos 10 amino&cidos de la parte carboxilo terminal de la variante 3 de delta sarcoglicano. El
segundo anticuerpo primario utilizado, es un anticuerpo policlonal comercial, hecho en cabra (Santa
Cruz), se utilizé en una dilucién 1:50, este reconocié a la variante 1 de delta sarcoglicano en los
ultimos 15 aminoacidos de la parte carboxilo terminal, que no se encuentran en la variante 3. Ambos
anticuerpos se diluyeron y mezclaron en una misma solucion de PBS 1X, 2.5% FBS, 0.25%
gelatina y 0.5% Tween 20, dejandose incubar esta toda la noche a 4°C en una cdmara humeda
obscura. Terminado el tiempo de incubacién, se eliminé el anticuerpo primario que no se fijé a su
proteina blanco con la solucion de lavado constituida por PBS 1X'y 0.5% Tween-20, en tres tiempos
de cinco minutos. Al mismo tiempo se realizd una mezcla de anticuerpos secundarios que nos
sirvieron para detectar a los anticuerpos primarios. El primero de ellos, diluido en una proporcion de
1:250 unido a isocianato de Fluoresceina (FITC, Jackson) hecho en cabra, reconocié al anticuerpo
unido a la isoforma 1 del sarcoglicano delta. El segundo anticuerpo secundario dirigido contra
conejo unido a Carboxymetil- idocyanina-3 (Cy3, Jackson), reconoci6é al anticuerpo unido a la

isoforma 3, ambos se diluyeron en una misma solucion de PBS 1X, 3% de NGS, 1% BSA y 0.5%
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Tween 20 con una proporcion de 1:250. Para cubrir los tejidos fue necesario agregar 250ul de esta
mezcla. Se dejé incubar durante 1 hora a temperatura ambiente. Al término de este tiempo se
realizaron nuevamente tres lavados de 5 minutos para retirar el exceso de anticuerpo secundario,
con la solucién de lavado mencionada anteriormente. Todo este trabajo también se desarroll6 en
una cdmara humeda obscura. Retirando el ultimo lavado se agregaron a cada portaobjetos 15l de
un medio de montaje antidesvanescente para tejidos con DAPI (Vectashield vector lab). Finalmente

se les coloco un cubreobjetos y se sellaron con barniz.

Las criosecciones fueron examinadas en un microscopio de fluorescencia (axioplan 2

Imaging Zeiss, Germany) con objetivos de 40Xy 100X (zeiss). Bajo condiciones convencionales y

adquiriendo cortes dpticos para reconstruir imagenes 3D. (Apotome Zeiss, Germany)
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5. RESULTADOS

5.1 HOMOLOGIA DE LAS PROTEINAS 5-SG1Y 5-SG3

Con la finalidad de analizar la homologia a nivel de proteina de 3-SG3 con la 8-SG1, se
alinearon ambas secuencias. En este alineamiento, Figura 8, se observan a todos aquellos
aminodcidos que son iguales en ambas secuencias unidos por una linea vertical. En éste se
observa que ambas proteinas estan constituidas por los mismos aminoacidos hasta el 167, después
de éste, 5-SG3, presenta 10 aminoacidos diferentes careciendo del resto de los aminoacidos que
presenta 8-SG1, esta pérdida se indica con la linea discontinua en el alineamiento. El analisis
muestra una homologia en ambas proteinas del 59.9%. Aunque toda la secuencia de 3-SG3 es
igual a la que presenta 8-SG1 hasta el aminoacido 167, la pérdida de porcion de la parte carboxilo

terminal da como consecuencia esta baja homologia.
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FIG.8. Alineamiento de las proteinas 8-SG1 y 6-SG3. Muestra la homologia entre ambas proteinas, donde
los aminoécidos que son iguales en ambas se unen por una linea vertical, donde los aminoacidos que no se
conservan se sefialan con puntos y donde 8-SG3 carece del resto de los aminoacidos que presenta 8-SG1 se
sefialan con una linea discontinua.
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5.2 PERDIDA DE RESIDUOS DE CISTEINA Y SITIOS DE N- GLICOSILACION

Debido a que 5-SG3 esta perdiendo una gran porcion de su parte carboxilo terminal, lo que
conlleva a la pérdida importante de aminoécidos con respecto a 8-SG1 en el dominio extracelular,
resulta importante analizar si esta nueva proteina esta conservando todos o solo algunos de estos
sitios. Para ello se realizé un esquema que nos permite llevar acabo este analisis y que se muestra
en la figura 9. Este se realiz6 con informacion reportada en la base de datos LAIDEN (NP-000328) y
ENSEMBL (ENMUSP000000764559). En la figura 9A, se observa el esquema de la proteina
8-SG1 que presenta un dominio intracelular constituido por 36 aminoécidos hidrofébicos (rojo), un
dominio intracelular corto de 21 aminoacidos desde Phe37-Leu57 (en amarillo) y un dominio
extracelular largo de 289 aminoacidos (en azul). En este Ultimo dominio se han reportado tres
motivos de N-glicosilacion en los aminoacidos 60,108 y 284, indicados con las flechas verdes, de
éstos se sabe que 60 y 108 son sitios conservados. Contrastando esta informacién con 8-SG3, se
observa en la figura 9B que conserva el mismo dominio intracelular e intermembranal, perdiendo
112 aminoé&cidos del dominio extracelular y sustituyendo a éstos por los aminoacidos, &cido
glutdmico, glicina, fenilalanina, leucina, asparagina, metionina, glutamina, leucina, alanina y glicina.
5-SG3 conserva dos motivos de glicosilacion, el 60 y 108, indicados también con flechas verdes,

perdiendo el motivo 284.

Siguiendo con el analisis de la figura 9A, 8-SG1 presenta cuatro sitios conservados de

residuos de cisteinas, en los aminoacidos 264, 266, 282 y 289 y estan indicados con flechas grises.

Comparando a 3-SG3, este pierde por completo todo el fragmento que los contiene.
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Fig 9. Esquema Comparativo de los Dominios del las Proteinas 5-SG 1Y 8-SG3. Esquema que muestra los dominios de las proteinas delta-sarcoglicano 1 (5-
SG) y delta- sarcoglicano 3 (5-SG 3). 8-SG es una proteina constituida de 289 a.a, que presenta un dominio extracelular de 232. a.a, en este dominio presenta tres
sitios de glicosilacién indicados con las flechas verdes y cuatro residuos de cisteina parecidos a los encontrados en el factor de crecimiento epidermal (EGF),
indicados con las flechas grises. 5-SG 3, constituido por 117 a.a, conserva los mismos dominios: intracelular, intermembranal y parte de dominio extracelular de 8-SG,
en este ultimo dominio se sustituyen 112 a.a por 10 a.a nuevos, perdiendo de esta forma los cuatro residuos de cisteina y un sitio de glicosilacion, 56-SG 3 conserva
dos sitios de glicosilacion indicados por las flechas verdes.
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5.3 LOCALIZACION DE 3SG3 EN CORTES LONGITUDINALES Y
TRANSVERSALES DE MUSCULO ESQUELETICO DE RATON

Con la finalidad de localizar a la isoforma 8-SG 3 en cortes longitudinales y trasversales de
musculo esquelético de raton, se gener6 un anticuerpo policlonal especifico hecho en conejo en el
laboratorio del Dr. Dominique Mornet en el Instiut de Biologie, Montpellier, Francia. Con este se
llevé acabo la inmunofluorescencia sencilla en criosecciones de gastrognemios de raton orientadas
longitudinal y transversalmente. En los cortes transversales, donde se observan los haces de fibras,

se observd un patron discontinuo en el sarcolema de éstas (Figura 9).

Al llevar acabo la inmunofluorescencia sencilla para la deteccion de 8-SG3 en cortes
transversales de musculo esquelético de ratdn, donde se ve la longitud de la fibras, se observd un
patron continuo a lo largo de estas (Figura 10), similar a un reporte previo que muestra la presencia
de 8-SG en reticulo sarcoplasmico. Sin embargo en ese trabajo el anticuerpo utilizado para
localizar a 8-SG reconoce la porcion amino terminal de todas las isoformas descritas. Por lo que
resultd imposible poder diferenciar a la proteina 8-SG1 de 5-SG3. Para evaluar esta situacion se
llevo acabo una doble inmunofluorescencia en criosecciones longitudinales con el anticuerpo de
8-SG3 y un anticuerpo que reconoce la porcion carboxilo terminal de 5-SG1 (figura 11). La tincion
de 3-SG3 muestra una distribucion escasa e irregular en el sarcolema mientras que la tincion de
5-SG1 en esta organela tiene una distribucion regular e intensa. Las secciones adicionalmente
muestran que tanto 8-SG3 como 8-SG1 presentan un patron estriado similar, sugiriendo con esto

que las dos isoformas se localizan en reticulo sarcopldsmico sin colocalizar (figura 11).
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Con la finalidad de confirmar este patron, se realizd una imagen en tercera dimension
(Axion Vision, Carl Zeiss, Germany) (Figura 12). En esta imagen ademéas de confirma que ambas
isoformas no colocalizan, se marca de manera interesante que la isoforma 5-SG3 parece ser mas

abundante en RS que 5-SG1.
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Figura 10. Inmunofluorescencia Sencilla de 8-SG 3 en Corte Transversal. Muestra la
localizacion de la isoforma 3 del sarcoglicano delta en corte transversal de musculo
esquelético de raton, utilizando Cy3 como fluorocromo (color rojo). Los nlcleos se
observan en color azul. Se puede observar un patrdn discontinuo en el sarcolema de las
fibras musculares para la isoforma 3. La flecha blanca muestra claramente, una zona
muy intensa y a lado de esta no hay fluorescencia, quedando en el sarcolema de la fibra
zonas que fluorescencia y otras zonas que no.
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Figura 11. Inmunofluorescencia Sencilla de 8-SG 3 en Corte Longitudinal. Se muestra el patrén
estriado a lo largo de la fibra muscular para el sarcoglicano delta 3 en un corte longitudinal de
musculo esquelético de raton, este patron esta indicado con las flechas blancas. Los nucleos se
observan en color azul y se encuentran en la periferia de la fibra. Utilizando Cy3 como
fluorocormo para identificar a esta isoforma. Adicionalmente esta figura confirma el patron
discontinuo de esta nueva proteina en el sarcolema, este patron lo indican las flechas amarillas
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Figura 12. Doble Inmunofluorescencia con 8-SG1y 8-SG3 en Corte Longitudinal. Muestra el andlisis por doble inmunofluorescencia para localizar a
8-SG1y 8-SG3 en cortes longitudinales de musculo esquelético de raton. Los nucleos se observan en la periferia de la membrana en color azul.
El anticuerpo usado para detectar 8-SG 3 esta unido a Cy3 (rojo). Para detectar a 8-SG 1 se utilizd un anticuerpo unido a FICT (verde). Los
cortes se observaron a 45 X. En la fotografia de la derecha (delta 3) se repite el mismo patron estriado observado en las inmunofluorescencias
sencillas, un dato importante que aporta esta imagen, es la ausencia de 5-SG 3 en el sarcolema de la fibra. En la fotografia central se observa la
localizacién de 8-SG 1 que muestra el mismo patrén observado para la isoforma 3. 8-SG1 presenta una localizacion continua en todo el
sarcolema de la fibra muscular. La fotografia de la izquierda muestra a ambas isoformas, en esta sobre posicion se observa que no existe
colocalizacion de 8-SG 1 con 8-SG 3. Adicionalmente se puede comparar la ubicacion de ambas proteinas en el sarcolema de la fibra, donde con flechas
amarillas se muestra que para 6-SG 3 la presencia es nula en esta Organela, mientras que para 5-SG 1 se puede observar en un patrén continuo.
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Figura 13. Doble inmunofluorscencia con 8-SG 1 y 8-SG 3 en corte longitudinal 3D. Se muestra una
imagen en tercera dimension de la doble inmunofluorescencia de las isoformas 1 y 3 del
sarcoglicano delta, en cortes longitudinales de musculo esquelético de ratdn, en 100x. En esta
imagen se puede confirmar que 8-SG3 no colocaliza con 5-SG1, aunque ambas estén
aparentemente cerca. Al parecer 5-SG 3 es mas abundante que la 5-SG 1. El recuadro de la
parte superior derecha muestra un aumento de la misma imagen, para observar mejor la
localizacion de ambas isoformas.
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6. DISCUSION

8-SG es una proteina involucrada en patologias como son la distrofia muscular de cintura 2F y la
cardiomiopatia dilatada, de esta proteina se conocen dos transcritos diferentes en humano, que
producen las isoformas conocidas como 8-SG1 y 8-SG2. Tratando de estudiar mejor estas
proteinas se encontrd en una genoteca un transcrito de 5-SG que al ser analizado in silico predijo
una proteina mas corta que las que se encuentran reportadas para este gen, a esta nueva proteina
se le denomind 5-SG3. Con ayuda de las secuencias se demostrd que las proteinas 5-SG1 y
8-SG3 son homologas hasta el aminoacido 167, después de este, 5-SG3 carece del resto de los
aminoacidos que presenta 8-SG1, sustituyendo ha estos, por 10 nuevos aminoacidos. Con estas
caracteristicas que presenta 5-SG3 al llevar acabo el alineamiento se determiné con las que esta
proteina presenta una homologia con respecto a 5-SG1 del 59.9%. Esta baja homologia es debida a

que 5-SG3 estd perdiendo gran parte del dominio extracelular que presenta 8-SG1.

Haciendo uso de la secuencia de los aminoacidos que constituyen a §-SG3, se determiné un
peso molecular de 20 KD, este peso puede modificarse debido a procesos postraduccionales como
es, por ejemplo, la glicosilacion. Ejemplo de esta modificacion en el peso molecular debido a este
proceso de maduracion de las proteinas se puede observar en «-DG, la cual presenta un peso de

97.552 daltons, que aumenta hasta un peso de 156 KD en este proceso.

En lo que se refiere a la comparacién mediante alineamientos entre 5-SG1 y  5-SG3,
destaca el hecho de que compartan la region citoplasmatica y transmembranal pero en la regidn

extracelular 5-SG3 no presenta gran parte de la regién carboxilo terminal, en cambio solo presenta
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diez aminoacidos que no son encontrados en 5-SG1. Entonces ambas proteinas comparten el
dominio intracelular, el dominio intermembranal y dos sitios de N-glicosilacién. Sin embargo, 5-SG3
no presenta un tercer sitio de N-glicosilacion, ni los residuos de cisteinas, ni un gran numero de
aminoacidos que si estan presentes en la region carboxilo de 5-SG1. En cuanto a las posibles
implicaciones de estos cambios sefialamos que estas  glicosilaciones son modificaciones
postraduccionales que pueden ser llevadas acabo en diferentes compartimentos de la célula; la
presencia de carbohidratos en las proteinas se les ha adjudicado diferentes funciones, como el de
promover el plegamiento correcto de éstas, conferir estabilidad y hasta de permitir la adhesién de
otras moléculas (Lodish 2002). En particular para el complejo de los sarcoglicanos se ha
demostrado que las glicosilaciones son necesarias para que algunas subunidades de este complejo

puedan unirse, tal es el caso de py 8-SG's.

Una posibilidad es que la pérdida del sitio de N-glicosilacion puede cambiar el plegamiento
de esta nueva proteina, lo cual puede afectar la interaccion de 8-SG3 con el resto de las
subunidades del complejo sarcoglicano. Este cambio también puede sugerirnos la existencia de
una asociacion con proteinas distintas a las del complejo SG-SSPN. Esta union de subunidades de
dicho complejo con proteinas diferentesa las del complejo sarcoglicano ya se ha evidenciado
anteriormente en cordén umbilical de humano (Ramirez-Sanchez). La conservacién de estos dos
sitios de glicosilacién también podria estar funcionando como lugares de unién para diferentes

moléculas, lo que haria posible un cambio total de la funcion de 5-SG3.

Con lo que respecta a los residuos de cisteina la funcién bioldgica que se les ha asignado

en las proteinas es la formacidn de enlaces disulfuro (S-S), estos pueden ser intermoleculares o
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intramoleculares y contribuyen a estabilizar la estructura terciaria y cuaternaria de muchas proteinas.
El apareamiento adecuado de los residuos de cisteina es indispensable para la estructura y actividad
normal de éstas (Harvey 2002) Se ha observado para los sarcoglicanos, que las mutaciones en
estos sitios se asocian con la severidad del fenotipo en la distrofia muscular, lo que sugiere que
pueden funcionar como receptores para algunos ligandos desconocidos importantes para el correcto
funcionamiento de estas proteinas. Comparando a 8-SG3 que pierde por completo todo el
fragmento que contiene estos residuos y considerando que los 10 aminoacidos que remplazan a
este fragmento perdido, no contienen ningun residuos de cisteina, podemos sugerir que esta nueva
proteina puede estar interactuando con otras proteinas o moléculas con las cuales 3-SG1 no tiene
relacion, por lo cual la capacidad de estar formando complejos alternativos con otras proteinas

diferentes a los sarcoglicanos es posible.

Considerando estas diferencias estructurales importantes que presenta 5-SG3 con respecto
a 5-SG1 y tomando en cuenta los antecedentes experimentales que demuestran, por medio de la
técnica de RT-PCR no cuantitativa que el transcrito de esta proteina se localizaba tanto en tejidos
musculares como no musculares, presentando una expresion abundante en musculo esquelético y
corazén (J. Estrada-Mena 2006). Este trabajo también consistié en la busqueda de la expresion a
nivel de proteina, exclusivamente en musculo esquelético, de 5-SG3 para determinar la presencia y

localizacién en este tejido asi como para poder comparar su localizacion con respecto 5-SG1.

Para poder llevar acabo este andlisis, se produjo un anticuerpo especifico para 5-SG3, en

colaboracion con el Dr. Dominique Mornet del Institut de Biologie en Montpellier, Francia, que

reconoce a los 10 amino&cidos diferentes de la parte carboxilo terminal de 5-SG3 (EGFLNMQLAG).
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Con este anticuerpo lo primero que se realizo fue determinar la presencia y localizacién de la
proteina delta 3 en las criosecciones de musculo esquelético de ratones controles, estos cortes
fueron tanto longitudinales como transversales. El resultado obtenido mostré que el RNAm se esta
traduciendo a proteina y esta se localiza en un patrén discontinuo. Esto nos permite establecer que
la proteina 5-SG 3 no se localiza en toda la membrana de la fibra, si no solo en ciertas regiones, al
contrastar este patron con el que presenta 8-SG1, que en este caso es continuo en todo el
sarcolema (figura 12), podemos ver que -SG1 tiene una mayor distribucidn en esta organela en

contraste con 8-SG 3.

La inmunofluorescencia realizada en cortes longitudes de musculo esquelético de raton,
donde se localizé exclusivamente la proteina 5-SG3 muestra un patron estriado en toda la longitud
de la fibra, reportes anteriores mostraron la presencia de este mismo patron para el sarcoglicano
delta, estudios mas especificos demostraron que este patron era debido a que la proteina se
encontraba en reticulo sarcoplasmico, en concreto en cisternas terminales, pero en este estudio
realizado por Ueda, etal, se utilizd un anticuerpo, que reconocia la parte amino terminal
(N-Terminal), de la proteina en 5-SG y como ya se mostrd anteriormente, ambas proteinas, tanto
8-SG1 como 8-SG3, son iguales en esta porcidn, por lo tanto resulta imposible distinguir en ese
estudio si este patron esta dado por 5-SG1 0 8-SG3. Nosotros mostramos que la presencia de este
patron es caracteristico de la isoforma 3, debido a la especificidad de nuestro anticuerpo, pero con
estos resultados, no podriamos afirmar que 8-SG1 no presenta también este mismo patron, por lo
cual nos dimos a la tarea de hacer dobles inmunofluorescencias donde se utilizd el mismo
anticuerpo primario especifico para 5-SG3 y para diferenciar a 3-SG1 se utilizd un anticuerpo

primario  policlonal que reconoce el extremo Carboxilo Terminal de esta proteina. Esta
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inmunofluorescencia mostré nuevamente el patrén estriado a lo largo de toda la fibra, pero al hacer
evidente a 5-SG1 en estos cortes longitudinales, con el fluorocromo FICT (verde) se puede
observar el mismo patron que muestra 8-SG3. Esto nos permite establecer que ambas proteinas se
encuentran en reticulo sarcoplasmico. Un resultado adicional que confirma su localizacién en la fibra
muscular es la doble inmunofluorescencia con DHRP (Estada-Mena 2006), molécula caracteristica
del RS. Un resultado importante que confirma lo obtenido en las inmunofluorescencias dobles, es la
escasa presencia de 8-SG3 en el sarcolema de la fibra muscular en contraste con en 5-SG1 que es

abundante en esta organela celular. Como se sefiala en la figura 12 con las flechas amarillas.

Al llevar acabo una sobre posicion de 8-SG1y 8-SG3, que nos permite hacer este tipo de
fluorescencia, se observa un color naranja en algunas de las regiones del corte, lo cual podria
hacernos pensar en una colocalizacion de estas proteinas, por lo tanto llevarnos a sugerir una
posible union de estas proteinas en un mismo complejo.  Aunque en general, también se pueden
distinguir ambos fluorocromos independientes lo que nos podria indicar que 8-SG3y en 8-SG1 se
encuentran en complejos distintos. Para aclarar este punto, se obtuvo una imagen tridimensional,
en estos mismos cortes. En los resultados se observo que estas dos proteinas forman parejas, sin
juntarse nunca, es decir, sin colocalizar. El hecho de encontrase separadas nos puede llevar a
sugerir que ambas proteinas se encuentran en complejos diferentes. También es evidente la
presencia mas abundante de la 5-SG3 en este tipo de corte, en comparacion de la 8-SG1, lo cual

nos puede sugerir que 8-SG3 tiene una funcién de mayor relevancia en el reticulo sarcoplasmico.
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/. CONCLUSIONES

El RNAm del trascrito de SGDC3 se traduce en proteina, el andlisis de la estructura de
esta (5-SG3) muestra que la pérdida de la parte carboxilo terminal que contiene el sitio de
glicosilacion 284 'y los cuatro residuos de cisteina 264, 266, 282 y 289 le puede conferir a esta
nueva proteina un plegamiento distinto al observado para 8-SG1 y por lo tanto la capacidad de
conformar complejos alternativos con proteinas diferentes a las del complejo sarcoglicano-
sarcospan, sugiriendo también con esto, un cambio en las funciones que llevan acabo ambas

proteinas.

La proteina 5-SG3, se localiza en el sarcolema de las fibras musculares del musculo
esquelético, en un patrdn discontinuo. Un patron estriado en cortes transversales sugiere la

presencia de esta nueva proteina en el reticulo sarcoplasmico al igual que 5-SG1.

Las proteinas 8-SG3 y 8-SG1 no colocalizan en reticulo sarcoplasmico, la isoforma 3 de esta
proteina es aparentemente mas abundante en esta organela lo que sugiere una importante funcion

en el reticulo sarcoplasmico de 3-SG3.
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Abstract

The sarcoglycan—sarcospan complex (a-, B-, v-, 8-, -, and {-SG-SSPN), a component of the dystrophin-associated glycoprotein com-
plex (DAGQC), is located at the sarcolemma of muscle fibers where it contributes to maintain cell integrity during contraction-relaxation
cycles; y- and §-SG are also expressed in the sarcoplasmic reticulum (SR). In this study, we report the identification of a novel isoform of
murine 3-SG produced by alternative splicing that we named 6-SG3. This isoform is present at transcript level in several tissues, with its
highest expression in skeletal and cardiac muscle. The 6-SG3 protein lacks the last 122 amino acids at the C-terminal, which are replaced
by 10 new amino acids (EGFLNMQLAG). Interestingly, double immunofluorescence analysis for 5-SG3 and the dihydropyridine recep-
tor (DHPR) shows a close localization of these two proteins. We propose the subcellular distribution of this novel 6-SG3 isoform at the
SR and its involvement in intracellular calcium concentration regulation.

© 2005 Elsevier Inc. All rights reserved.

Keywords: Sarcoglycan—sarcospan complex; d-Sarcoglycan isoform; Sarcoplasmic reticulum; Skeletal muscle

The dystrophin-associated glycoprotein  complex
(DAGC) is a multimeric array composed of membrane
and cytoskeletal proteins that links the extracellular matrix
with the cytoskeleton [1]. In skeletal muscle, the DAGC is
composed of dystrophin, the syntrophins, the dystrogly-
cans, the sarcoglycans, and sarcospan [2-4]. The impor-
tance of the DAGC in normal muscle physiology is
clearly demonstrated since the deficiency of almost any of

* Abbreviations: SG, sarcoglycan; DAGC, dystrophin-associated glyco-
protein complex; SSPN, sarcospan; SR, sarcoplasmic reticulum; DHPR,
dihydropyridine receptor; LGMD, limb girdle muscular dystrophy; RyR,
ryanodyne receptor.

* Corresponding author. Fax: 45255 55885174.

E-mail address: rmcoralv@prodigy.net.mx (R.M. Coral-Vazquez).

0006-291X/$ - see front matter © 2005 Elsevier Inc. All rights reserved.
doi:10.1016/j.bbrc.2005.12.083

its components constitutes the primary cause of muscular
dystrophy [5]. The sarcoglycan—sarcospan complex (SG-
SSPN) is a subcomplex of the DAGC composed by the
transmembranal proteins o-, B-, y-, and d&-sarcoglycans
(SG), as well as by sarcospan (SSPN). Mutations in a-,
B-, v-, and 6-SGs cause autosomal recessive limb girdle
muscular dystrophies (LGMD 2D-2F) [6], that have been
collectively called sarcoglycanopathies. A fifth member of
the sarcoglycan family, &-SG, is closely related to a-SG,
and both are coexpressed in striated muscle as part of dif-
ferent complexes [7-9]. Contrasting with the rest of the sar-
coglycans, mutations in the &-SG gene are not associated
with muscular dystrophy but to the myoclonus-distonia
syndrome of neurological origin [10]. The most recently
described component of the SG-SSPN complex is {-SG,
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which is expressed in skeletal and smooth muscle associat-
ed with both o- and &-SGs [11,12]. To date, {-SG has not
been associated to any muscular disease.

In striated muscle two different complexes have been
recognized on the sarcolemma, both containing B-, v-,
and 6-SGs, and the mutually exclusive components o-
and &-SG [9]. Most of the previous reports focused on
the presence of the SG-SSPN complex on the muscle plas-
ma membrane [13]. Nevertheless, a non-sarcolemmal local-
ization of some members of the SG-SSPN complex was
first described by Ueda et al. [14], who reported the expres-
sion of y- and 6-SG in the sarcoplasmic reticulum (SR).

To date, two human delta sarcoglycan isoforms, d-SG1
and 6-SG2, have been identified. The 3-SG1 transcript con-
tains 9 exons encompassing 8 kb which are translated in a
basic transmembranal 35 kDa protein of 290 amino acids
[15,16]; while the 6-SG2 transcript lacks exon 9, terminates
at intron 8, and encodes for a protein with a different C-ter-
minal sequence, exchanging the last 57 amino acids of o-
SG1 by 23 different amino acids [17]. In Syrian hamster,
three alternative promoters have been found, that produce
transcripts with a unique exon 1 which contains 5’-untrans-
lated sequences [18]. Herein we describe a new shorter mur-
ine 5-SG isoform mainly present in the SR, coexisting with
the larger previously reported murine 8-SG isoform. This
new isoform, that we named 6-SG3, is originated from
alternative splicing of the 3-SG transcript and has 10 new
amino acids at its C-terminal that substitute the last
122 amino acids of the reported isoform. The specific local-
ization of this 6-SG isoform in the SR close to the dihydro-
pyridine receptor suggests a possible role in calcium
regulation.

Materials and methods

Animals. Experiments were carried out in male adult Balb C mice. All
procedures were conducted in accordance with the Guide for the Care and
Use of Laboratory Animals of the Institute of Laboratory Animal
Resources of the United States as approved in México by the National
Academy of Medicine (http://www.nal.usda.gov/awic/pubs/noawicpubs/
careuse.htm).

Antibodies. The peptide corresponding to the specific 5-SG3 C-ter-
minal end, residues 168-177 (EGFLNMQLAG), was synthesized in
solution. It was purified by reverse-phase high-performance liquid
chromatography on a C18 column and its structure was ascertained by
fast atom bombardment mass spectroscopy. The N terminus of the
3-SG3 C-terminal sequence was linked to a molecule of aminohexanoic
acid (Ahx = NH,—(CH,)5-COOH), functioning as spacer arm, and the
amine was substituted by a cysteine. Then, this synthetic peptide was
conjugated by the N-terminal cysteine residue to the keyhole limpet
hemocyanin (using Kit 77600 inject maleimide KLH, Pierce) using the
protocol recommended by the manufacturer, then mixed with Freund’s
adjuvant (Sigma) and injected into rabbit. Polyclonal antibodies against
the peptide present in the sera were characterized by Western blot using
the KLH-conjugated 3-SG3 peptide as described previously [19]. The
other antibodies used in this work were: C-terminal 3-SG (C15, poly-
clonal goat, Santa Cruz Biotechnology), dihydropyridine receptor
(polyclonal goat, Santa Cruz Biotechnology). As secondary antibodies,
we used Cy3-mouse anti-rabbit (Jackson), Cy3-goat anti-rabbit (Jack-
son), Cy3-donkey anti-goat (Jackson), and FITC-goat anti-rabbit
(Santa Cruz Biotechnology).

Reverse transcription-polymerase chain reaction. Non-quantitative
expression analysis of 3-SG1 and 8-SG3 transcripts was carried out by
reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR) from mice
tissues. Total RNA from male adult mice tissues (brain, heart, skeletal
muscle, lung, liver, retina, kidney, uterus, small intestine, and testis) as
well as from C2C12 cells was extracted with TRIZOL reagent (Invitrogen)
according to the manufacturer’s specifications. Reverse transcription
reactions were performed with 2 pg of the total RNA using random
primers. The obtained cDNA was used for the PCR amplification using a
common forward primer and a specific reverse primer for each 3-SG
isoform. GAPDH was amplified as positive control: 5-SG1 and 3-SG3,
forward 5-GAACAGTATTCCCACCACAGGAG-3/, 3-SG1 reverse 5'-
TCTGCAGATGGCTTCCATATTGC-3'; 8-SG3 reverse 5'-ATGGTGT
GTCACCCAGCCAATTG-3’; GAPDH forward 5-ATCCCATCACCA
TCTTCCAG-3'; GAPDH reverse 5-TGTGGTCATGAGTCCTTCCA-
3’. The conditions for PCR were: initial denaturation for 5 min at 94 °C
followed by 32 cycles, each cycle consisting of denaturation 30 sec at
94 °C, alignment 30 sec at 60 °C, and extension 1 min at 72 °C; and a final
extension during 7 min at 72 °C. PCR products were sequenced with Big
Dye Terminator sequencing kit (Applied Biosystems) and ABI 310 genetic
analyzer (Applied Biosystems) according to manufacturer’s instructions.

Immunofluorescence. Gastrocnemius and femoral muscles from adult
mice were dissected, frozen in liquid nitrogen-isopentane, and cut into
7 um cryostat sections. Sections were blocked and permeabilized with 5%
fetal bovine serum (FBS), 5% bovine serum albumin (BSA), 0.5% gelatin,
and 0.5% Triton X-100 diluted in PBS for 1 h. Primary antibodies were
diluted in 2.5% FBS, 2.5% BSA, 0.25% gelatin, and 0.5% Tween 20 in
PBS, and tissues were incubated for 120 min. After incubation with pri-
mary antibody, sections were washed three times with 0.5% Tween 20 in
PBS. Secondary antibody coupled to either carboxymethyl indocyanine-3
(Cy3) or fluorescein-isothiocyanate (FITC) was used diluted 1:250 in PBS,
3% NGS, 1% BSA, and 0.5% Tween 20. Then the sections were rinsed
three times with PBS, 0.5% Tween 20 and finally they were mounted and
cell nuclei were stained using Vectashield-DAPI (Vector Lab). The sec-
tions were examined with a fluorescence microscope (Axioplan 2 Imaging
Zeiss) under conventional parameters and stacking optical sections to
reconstruct 3D images (Apotome Zeiss System).

Cell culture. C2C12 cells were cultured in growing conditions in
DMEM supplemented with 10% fetal bovine serum in a humidified
atmosphere at 37 °C and 5% CO,. Once cell confluence was reached,
differentiation was induced by substituting growing medium by differen-
tiation DMEM supplemented with 1% horse serum.

Results
Structure of the novel isoform of delta-sarcoglycan

By screening of a mouse skeletal muscle cDNA library,
we isolated cDNA clones of the 3-SG gene. The DNA
sequence analysis of one of this clones showed a cDNA
sequence with a different 3’-end than the reported one for
3-SG mRNA. To determine the origin of this new
sequence, we aligned it with the complete mouse 6-SG gene
sequence. The analysis showed us a new 6-SG transcript
identical to the reported transcript (3-SG1) (GenBank
Accession No. NMO011891) from exon 1 to exon 5, but with
a portion of intron 5 added to the 3’-end sequence of exon
5 (Figs. 1A and C). The analysis of this new 3-SG cDNA
sequence by a computer program (DNA MAN Lynnon
BioSoft) predicted the translation of a shorter protein, in
which the 122 amino acids at the carboxy end of the 6-
SG1 isoform were replaced by 10 new amino acids
(EGFLNMQLAG) and a stop codon at position 532 of
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Fig. 1. Gene structure of mouse SGCD gene and comparison of 3-SG1 and 3-SG3 transcript and protein sequences. (A) Structure of the mouse SGCD
gene. The different exons (boxes) of 3-SG1 and 6-SG3 are represented. The black box indicates alternative splicing for exon 5 (exon 5b) in 3-SG3 isoform.
Striped box in exon 2 indicates the region encoding the transmembrane domain. Untranslated exon 1 is indicated with dotted box. (B) Alignment of amino
acid sequences of 8-SG1 and 3-SG3. The open-reading frame of 3-SG1 encodes a polypeptide of 258 amino acids while 3-SG3 encodes a polypeptide of 177
amino acids. The new 10 amino acids at the carboxy end terminal of 3-SG3 are underlined. (C) Alignment of partial transcript sequence of 3-SG1 and -
SG3 isoforms and predicted peptide sequence. Both isoforms share the same DNA sequence from exon 4 to exon 5, but in 3-SG3 this exon part of intron 5
is added by alternative splicing, exon 5b. The new 10 amino acids codified by this addition are shaded.

the coding sequence, codified by a portion of intron 5
(Fig. 1B). We named this new isoform 3-SG3. The 5-SD3
isoform inferred is composed of 177 amino acids, com-
pared to the 289 amino acids of the full-length 8-SG1. It
conserves the first two motifs of the three asparagine-linked
N-glycosylation sites and lacks a portion of the C-terminal,
that contains four cysteine residues that are a common fea-
ture of Cy3-mouse anti-rabbit (Jackson) of the
sarcoglycans.

Expression profile of the 5-SGI1 and 0-SG3 isoforms in
different mouse tissues and cell lines

RT-PCRs were performed with total RNA from differ-
ent mouse tissues to determine the mRNA expression of
0-SG3 (Fig. 2). As shown in Fig. 2A, both isoforms were
detected in all tissues examined. The mRNA expression
of both isoforms was most abundant in skeletal and cardiac
muscle, where 6-SG1 and 6-SG3 show a similar expression
level. In most other tissues, the 6-SG1 isoform is predomi-

nant, and in liver, small intestine, and brain, 6-SG?3 is bare-
ly detectable. A middle expression was detected for both
isoforms at lung and retina. To evaluate the differentia-
tion-dependent expression of 8-SG3, we performed RT-
PCR using total RNA from myoblasts and myotubes of
the C2C12 cell line (data not shown). The expression of
8-SG3 was only evident in myotubes, suggesting a develop-
ment-dependent regulation.

Localization of the 6-SG3 isoform in mouse skeletal muscle

To investigate the localization of the 6-SG3 isoform in
mouse skeletal muscle, a specific rabbit polyclonal anti-
body was generated. The immunolabeling of mouse gas-
trocnemius cryostat longitudinal sections with this
antiserum showed a striated pattern, resembling the sarco-
plasmic reticulum structure (Figs. 3A, C and E). Further-
more, in skeletal muscle cross-sections a patched staining
pattern was observed on the sarcolemma (Fig. 3F). Specific
labeling was eliminated when the 8-SG3 isoform antiserum
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Fig. 2. Transcript expression of 3-SG isoforms 1 and 3 in different mouse
tissues. (A) RT-PCR results separately using 6-SG1- and 3-SG3 specific
primer pair. Note that all tissues show more expression of 5-SG1 than d-
SG3, except for skeletal muscle and heart where both isoforms showed
similar expression level. RT-PCR for 3-SG1 and 6-SG3 produced products
of 654 and 530 bp, respectively. GAPDH was amplified as positive control
and produced a PCR product of 275 bp. Lane M, 50 bp ladder; (—),
negative control. (B) Schematic representation of the exon (boxes) primer
localization used for the specific RT-PCR of 8-SGl- and §-SG3
transcripts. Forward primer was the same for both isoforms, reverse
primer for 8-SG1 was located in exon 7, and reverse primer for 3-SG3 was
located in a portion of exon 5b.

was preabsorbed with the 10-fold excess immunogenic pep-
tide (Figs. 3B and D).

A previous report showed the presence of 3-SG in SR
[14] similar to that observed by us in the case of 5-SG3.
However, those authors used an anti-3-SG antibody that
recognizes the N-terminal of both isoforms. This fact
makes it impossible to distinguish between 8-SG1 and 6-
SG3. To assess this situation, we performed double-label-
ing with 8-SG3 antiserum and an antibody that recognizes
the C-terminal of 5-SG1. While staining of 5-SG3 showed a
scarce and irregular distribution along the sarcolemma
(Figs. 4A and D), the 6-SG1 signal was more intense and
with a regular distribution (Figs. 4B and E). In longitudinal
sections, it was observed that the 8-SG isoforms are distrib-
uted in a similar striated pattern (Figs. 4D-F), suggesting
that both 6-SG isoforms are localized in SR. Merge image
revealed a close positioning, but no colocalization of -SG1
and 8-SG3 in pairs (Fig. 4F). This pattern was confirmed
through the acquisition of 3D images (AxioVision, Carl
Zeiss) (Figs. 4G and H). Interestingly, the 3-SG3 isoform
seems to be more abundant in SR than 3-SG1 (Fig. 4H).

To explore the striated pattern of 6-SG3 in skeletal mus-
cle more in detail, double-labeling experiments were carried
out with antibodies against 8-SG3 and the DHPR (a trans-
verse tubule marker). As observed in Figs. SA-D, 8-SG3
and DHPR presented a similar distribution. A merged
image shows that they do not colocalize (Fig. 5C). Never-
theless, 3D images of the same region, acquired with a

Fig. 3. Immunolocalization of 3-SG3 protein in mouse skeletal and
cardiac muscle. Longitudinal (A-C, and E) and cross-sections (F) from
mouse skeletal muscle; and were immunolabeled with rabbit serum anti-o-
SG3. The longitudinal sections staining (A—C) shows a striated pattern.
Note there is also a faint staining at the sarcolemma (A,C). The
sarcolemma staining shows a punctate pattern in cross-sections (C).
Immunolabeling of longitudinal sections with the antiserum preabsorbed
with the synthetic peptide used to immunize the rabbit did not show
staining (B,C).

higher magnification (AxioVision, Carl Zeiss), showed that
8-SG3 is located in SR, next to the DHPR (Fig. 5D).

Discussion

In the present study, we identified a novel isoform of -
SG (6-SG3) expressed in mouse skeletal and cardiac mus-
cle. The 8-SG3 isoform is produced by an alternative splic-
ing that unprocessed part of intron 5 in the 3’-end sequence
of exon 5. The predicted peptide sequence of the new iso-
form conserves the N-terminal, the transmembranal
domain, misses the last 122 amino acids of the C-terminal,
and has instead 10 new amino acids. The loss of the amino
acids at the C-terminal causes the elimination of one N-gly-
cosylation site and the four cysteine residues. Holt and
Campbell [20] have shown that glycosylation and a proper
folding of the sarcoglycans is important for the assembly of
the sarcoglycan complex. Therefore, the absence of one N-
glycosylation site in the 6-SG3 isoform could modify its
folding properties and its capabilities to interact with other
members of the SG-SSPN complex. On the other hand, it
has been suggested that the cysteine residues at the carboxy
end of B-, y-, and 3-SG may function as receptors for some
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Fig. 4. Double immunofluorescence analysis for 8-SG3 and 3-SG1. Transversal (A—C) and longitudinal (D-G) cryosections of mouse skeletal muscle were
double labeled with antibodies against 8-SG3 and 5-SG1. Panels show images obtained for 3-SG3 (A,D), 5-SG3 (B,E), and merge §-SG3/5-SG1 (C,F). 3D
images in two magnifications of the merge longitudinal section staining (G,H) show the nearness of both isoforms, and that 5-SG1 is always accompanied

by 5-SG3.

Fig. 5. Double immunofluorescence analysis for 6-SG3 and DHPR.
Longitudinal cryosections of mouse skeletal muscle were double labeled
with antibodies against 3-SG3 and DHPR. Panels show images obtained
for DHPR (A), 8-SG3 (B), and merge DHPR/3-SG3 (C). A higher
magnification of the merge image (D) shows that 3-SG3 is always
accompanied by DHPR.

unknown ligands [13,21]. Consequently, the elimination of
these residues in the 3-SG3 isoform could modify its capac-
ity of interaction with other proteins.

Previously, Ueda et al. [14] demonstrated that the
expression of 6- and y-SGs in the SR of skeletal muscle is
independent of dystrophin and the rest of the sarcoglycans.
In concert with our results, this suggests that the lack of the
3-SG1-C-terminal in 6-SG3 could confer to the protein the
capacity to form an alternative complex, at least in skeletal
muscle. We also suggest that in this tissue the association of
the 8-SG isoforms with B-SG is not required for the matu-
ration of the complex with y-SG. This is opposite to what
Shi et al. [22] reported. They demonstrated that the assem-
bly pathway of the sarcoglycans depends on B- and 8-SG.
Thus, it will be interesting to explore the biochemical inter-
actions of 8-SG3 with the other components of the DAGC
and to compare the complexes formed with those formed
by 3-SG1.

Immunofluorescence images of longitudinal mouse
skeletal muscle cryosections revealed that 6-SG3 is most-
ly expressed in a striated pattern excluded from the sar-
colemma, in clear contrast with 6-SG1 that is detected
along the muscle membrane. A similar localization of
3-SG has been observed by Ueda et al. [14] using a
pan-specific antibody. By confocal and electronic micros-
copy they demonstrated that 8-SG is located at the cen-
tral portion of the I bands, in the terminal cisternae of
the SR. Our double immunofluorescence assays with an
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antiserum against 6-SG3 and a polyclonal antibody
against the carboxy terminus of 3-SG1 suggest that both,
0-SG3 and 6-SG1, are located at the SR. Besides, double
immunofluorescence with anti-3-SG3 and anti-DHPR
antibodies showed that 6-SG3 localizes very close to
the DHPR. As is well known, contraction is initiated
by the depolarization of the T-tubular membrane, where
the DHPR act as voltage sensors. This in turn causes
Ca’* to be released by the ryanodyne receptor (RyR)
Ca®* channels of the SR [23-25]. Recently, Iwata et al.
[26] demonstrated that the damage to skeletal muscle in
BIO14.6 hamsters that lack 6-SG is due mainly to the
deregulation of the intracellular Ca®" homeostasis that
can be significantly prevented by Ca’" handling drugs.
Besides, Ueyama et al. [27] reported that the BIO14.6
hamster has an abnormal RyR expression in the cardiac
muscle, suggesting abnormal calcium regulation caused
by d-sarcoglycan deficiency. Taking in account all this
results, we consider a possible role of 6-SG3 in muscle
contraction and/or in Ca®" regulation mechanisms. Our
hypothesis points towards a structural role related to
the correct localization and maintenance of the proteins
that participate in the regulation of the calcium concen-
tration during the contraction-relaxation cycles at the
terminal cisternae of the SR and very likely through an
interaction with the Ca®" channels. Further studies will
be necessary to clarify this issue, localizing 6-SG3 more
accurately, specifically at the triad junction, where it
seems to form a complex with a different composition
than in sarcolemma.
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