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RESUMEN

La Distrofia Muscular de Duchenne (DMD) es un padecimiento causado por
alteraciones en la expresién o carencia de la distrofina, produciendo degeneracion
muscular progresiva letal a corta edad.

El gen DMD se localiza en el brazo corto del cromosoma X y presenta 79
exones, que se transcriben en un mMRNA de 14 kb. En este gen se han descrito ocho
diferentes promotores.

El producto proteico de mayor tamafio del gen DMD es la distrofina de longitud
completa. Esta se expresa en todas las células musculares, se ha propuesto que sirve
como un puente de unidn entre el citoesqueleto y la matriz extracelular ademas de
participar en mecanismos de transduccion de sefiales.

El producto proteico de menor tamaio (340aa, 40KDa) es la Apo-distrofina-3
(Dp40). El promotor de esta proteina se encuentra entre los exones 62 y 63 (igual que

DP71), pero en este caso se transcribe un mRNA de 2.2Kb.

RESULTADOS

Los resultados obtenidos muestran que la Dp40 se expresa durante la
diferenciacion de las células PC12.

Se determind la secuencia nucleotidica del cDNA de Dp40, demostrandose
gue esta comparte la secuencia de los primeros exones de Dp71 (del 63 al 70).

Al comparar las secuencias del cDNA de Dp40 con la de Dp71 se observan
Unicamente 4 bases diferentes, conservandose los primeros dominios de Dp71.

Se llevé a cabo la clonacién de la secuencia del gen de Dp40, en los plasmidos

TOPO, Myc y HA.



CONCLUSION
Las células PC12 expresan a la distrofina rDp40. Esta proteina se expresa en
células no diferenciadas y a 4, 9 y 12 dias de diferenciacién inducida por NGF.
rDp40 comparte con Dp71 la regiébn amino-terminal, el dominio rico en
cisteinas, la regibn ZZ y WW, que corresponde al sitio de union a
distroglicanos.
Dp40 se expresa al mismo tiempo que Dp71 en las células PC12.

En las células PC12 la proteina rDp40 se encuentra principalmente en el

nucleo.



INTRODUCCION

La distrofia muscular de Duchenne (DMD) y el gen de la distrofina

La Distrofia Muscular de Duchenne (DMD) es un padecimiento causado por
mutaciones en el gen de la distrofina, que resultan en la carencia o en la expresion de
formas mutantes de ésta proteina (Emery, 1992; Koenig et al., 1987). La DMD es la
distrofia muscular mas comun, afecta a 1 de cada 3,300 nifios, produciendo
degeneracién muscular progresiva que causa la muerte a corta edad, debido a fallas
cardiacas o respiratorias. Otras manifestaciones de este padecimiento son el retraso
mental (Rapaport et al.,, 1991), anormalidades en la retina (Pillers, 1993),
enfermedades del corazon (Emery, 1992) y posibles defectos auditivos (Allen, 1973).
El gen DMD se localiza en el brazo corto del cromosoma X (regién p21), abarcando
mas de 2500 Kb de DNA, e incluye 79 exones (Davies et al., 1983). Al transcribirse
este gen y por procesamiento de su RNA se obtiene una molécula de 14 Kb de
longitud (Koenig et al., 1987, Roberts et al., 1993).

La distribucién de las mutaciones que provocan los rearreglos en la DMD no es
azarosa, se conoce la presencia de dos sitios “hot-spots”; el primero, ubicado en el
extremo 5" y que comprende los exones 2 al 20, con muchos puntos de ruptura en los
intrones 1y 7; el segundo, a dos tercios del gen hacia el extremo 3", comprende los
exones 45 a 53, con varios puntos de ruptura en los intrones 44, 45, 47 y 50 (Abbs et
al., 1990, 1991, 1992). Las eliminaciones en los sitios “hot-spot” hacia el extremo 3’
son resultado de una recombinacién meiética que se produce en el exén 44 y que
ocurre con una frecuencia 12 veces mayor que en otros sitios (Oudet et al., 1992). El
retraso mental se ha asociado con la presencia de mutaciones puntuales en el
extremo C-terminal del gen de la distrofina (Lenk et al., 1993).

La transcripcion del gen DMD esta regulada de manera tejido-especifica por al
menos ocho promotores diferentes (figura 1); cuatro de estos estan localizados en el

extremo 5’ del gen y regulan la expresién de las distrofinas de longitud completa como



son la distrofina de tipo muscular, cerebral, de purkinje y la denominada L-distrofina,
dos promotores mas estan localizados en el dominio similar a espectrina y regulan la
expresion de Dp260 la cual se expresa en retina, Dp140 que se expresa en el sistema
nervioso central; y los dos restantes regulan la expresion de tres proteinas; Dp116 que
se expresa en nervios periféricos, Dp71 que es el producto del gen de la distrofia mas
ubicuo y que se expresa en tejidos no musculares, principalmente en cerebro
(Greenberg et al., 1996) y Dp40 (Apodistrofina 3) que comparte con Dp71 del exén 63

al 71, se expresa en diversos tejidos en etapas de desarrollo temprano (Tinsley, et al

1993).
Exon MMz 3 L, 30 44 | | 563
L-Dys Retina Ubicuo, no en masculo
—> Purkinje oy T
— Musculo _»Nerwo periférico
—>Cerebro SNC

Figura 1. Promotores del gen DMD. La linea horizontal esquematiza el gen DMD, mientras que
las lineas verticales representan los promotores. Los niumeros corresponden a los exones en donde se

encuentran los promotores, se indica en donde se localiza cada una de las proteinas.



El producto proteico de mayor tamafio del gen DMD, la distrofina de longitud
completa, tiene un peso molecular de 427 KDa y presenta cuatro dominios distintos
(figura 2): 1) Dominio N terminal, con 240 aminoacidos, homélogo al dominio de la f-
actinina que se une a actina. 2) Dominio central o similar a espectrina, formado por 24
segmentos triple hélice de 109 amino &cidos cada uno con bisagras que le confieren
flexibilidad. 3) Dominio rico en cisteina con 150 amino acidos, similar al dominio C
terminal de la f-actinina de Dictiostelum. 4) Dominio C terminal, con 420 aminoécidos,
similar al dominio correspondiente de utrofina.

El dominio rico en cisteinas y el C-terminal, contienen varios sitios posibles de
interaccion con proteinas:

¢ Un sitio WW que se encuentra en moléculas de sefalizacion y
media la interaccion entre B-distroglicano y distrofina (Andre et al., 1994,
Bork y Sudol 1994);

e Dos sitios EF que potencialmente unen calcio (Koenig et al.,
1990);

e Un sitio ZZ que se conoce como sitio de union a calmodulina
(Ponting et al., 1996);

¢ Un sitio de union a sintrofinas (Ahn y Kunkel 1995, Suzuki et al.,
1995, Yang et al., 1995);

e Una estructura de “coiled-coil”, que participa en la interaccion

con distrobrevina (Sadoulet-Puccio 1997).
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Figura 2. La familia de las distrofinas. La distrofina de longitud completa (Dp427) esta formada
por cuatro dominios: el amino terminal, en donde se une a la F-actina, el similar a varilla formado por
repetidos de espectrina, el rico en cisteinas que contienen el sitio de unién a B-distroglicano y el carboxilo
terminal. Las proteinas Dp140, Dp116 comparten las regiones de los repetidos de espectrina, y junto con
Dp71 y Dp40 los fragmentos ricos en cisteina y el carboxilo terminal. El nombre de cada proteina se debe

a su peso molecular. La proteina de menor longitud es Dp40 y presenta la regién rica en cisteinas, y un

carboxilo terminal Unico.
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La distrofina se encuentra en todos las células musculares, en la cara
citoplasmética del sarcolema. En el musculo esquelético, se une al citoesqueleto, a
través de su interaccion con F-actina, su dominio C terminal est4 unido a un complejo
oligomérico de seis proteinas, conocidas colectivamente como proteinas asociadas a
distrofina 0 DAP’s. Este complejo incluye a los subcomplejos distroglicano,
sarcoglicano, sintrofinas y a una proteina de 25 KDa conocida como sarcospan. La
localizacion sarcolémica de distrofina, sugiere su utilidad como puente de unién entre

citoesqueleto y la matriz extracelular (figura 3).

Jeffrey Ehmsen, Ellen Poon and Kay Davies =

@ Joumal of Cell Science 2002 (115, pp. 2801-2603)

Figura 3. Proteinas asociadas a distrofina (DAP’s). Se aprecia el extremo N terminal de la
distrofina unido a la F-actina y la region WW del dominio rico en cisteinas unido al B-distroglicano y este a
su vez a a-distroglicano. Adicionalmente la distrofina interacciona con las distrobrevinas y sintrofinas. Los

sarcoglicanos y el sarcospan forman parte del complejo.



Proteinas asociadas a distrofina (DAP'S)
1. Distroglicanos

Los distroglicanos (a y B), estan codificados por un mismo gen y se expresan
como una sola proteina de 160 KDa o propeptido, éste sufre un procesamiento post-
traduccional y se divide en dos para formar el a-distroglicano, glicoproteina
extracelular de membrana de 140 KDa y el B-distroglicano, proteina transmembranal
de 43 KDa (lbraghimov-Beskrovnaya et al., 1992, Holt et al., 2000).

El a-distroglicano se une a la matriz extracelular, a través de dos dominios G
de la cadena a2 de la proteina.

El B-distroglicano atraviesa la membrana y mediante los ultimos 15 residuos de
aminodcidos del extremo C-terminal se une a la region WW (Trp-Trp) asi como a los
sitios de unién a Ca?* de la distrofina (Durbeej y Campbell 1999, Andac et al., 1999,
Gee et al., 1993, Jung et al., 1995, Matsumura et al., 1992). De los componentes del
complejo distrofina-DAP, el distroglicano es el que se expresa mas ampliamente,
encontrandose en distintos tejidos (Durbeej y Campbell 1999).

2. Sarcoglicanos

La familia de los sarcoglicanos esta compuesta por el a-(50 KDa) y ¢-(45 KDa)
sarcoglicanos, que son proteinas transmembranales tipo I, mientras que el B-(43 KDa),
v-(35 KDa) y 3-(35 KDa) sarcoglicanos son proteinas transmembranales tipo Il. Estas
proteinas tienen una topologia similar ya que poseen un dominio extracelular grande y
un dominio intracelular pequefio, separado por un dominio transmembranal.
Adicionalmente, poseen sitios potenciales de N-glicosilacion en el dominio extracelular,
a-, B- y- y e-sarcoglicanos poseen sitios potenciales de fosforilacion en el dominio
citoplasmaético, B- y y 3-sarcoglicanos presentan un grupo de residuos de cisteinas en
la region C-terminal (Matsumura et al., 1999).

Se ha demostrado que a-, B-, y- y 8-sarcoglicanos forman un complejo, estan

fuertemente asociados por los dominios extracelulares, aunque la organizacién



molecular exacta no se conoce. Se sabe que a este complejo se asocia la proteina de
25 KDa sarcospan (Crosbie et al., 1997), estudios previos muestran que e-
sarcoglicano no forma parte de este complejo (Duclos et al., 1998; Hack et al., 1998).
La expresion de a-sarcoglicano esta restringida al musculo estriado (Noguchi et al.,
1995, Roberds et al., 1994), y-sarcoglicano se expresa en musculo liso y estriado (Rita
B et al, 2000) mientras que -, - y e-sarcoglicanos se expresan en una amplia
variedad de tejidos ademas del musculo (Ettinger et al., 1997, Lim et al., 1995, Nigro et
al., 1996,).

La deficiencia de cualquiera de los sarcoglicanos produce una variedad de
distrofias musculares que son semejantes a la de Duchenne. Estos padecimientos
reciben el nombre de sarcoglicanopatias y conducen a una atrofia muscular, ademas
de que se han observado disfunciones del sistema nervioso (Bonneman et al., 1995,
Lim et al.,, 1995, Nigro et al., 1996, Noguchi et al., 1995, Roberds et al., 1994). La
deficiencia primaria de alguno de los sarcoglicanos siempre esta acompafnada por la
reduccion o pérdida completa de los demés sarcoglicanos (Mizuno, et al., 1994, Sewry
et al., 1996). Se postula que estas proteinas proporcionan una mayor estabilidad al
complejo distrofina-DAP’s en el musculo, propiedad indispensable para su buen
funcionamiento, ya que es un tejido que se encuentra bajo un estrés constante por las
contracciones y relajaciones a las que se somete (Matsumura et al., 1999).

3. Sintrofinas.

Las sintrofinas, son una familia de proteinas citoplasmaticas que se asocian
con la distrofina, la utrofina y la distrobrevina, se propone que estas proteinas tienen
un papel estructural y de sefalizacién (Kramarcy et al., 1994, Froehner et al., 1997,
Ahn y Kunkel 1995, Ahn et al., 1996). Se han descrito tres sintrofinas distintas, que
presentan una secuencia de amino&cidos altamente conservada con homologia del
50%. Las sintrofinas se han dividido en dos clases en base a su punto isoeléctrico: la

sintrofina acidica al (pl ~6.7) y las dos sintrofinas basicas 1 y 2 (pl ~9.0), cada una



esta codificada por un gen distinto (Gorecki et al., 1997). Las sintrofinas funcionan en
el complejo distrofina-DAP’s como proteinas adaptadoras, debido a que cada isoforma
de sintrofina consiste casi enteramente de dos dominios de homologia 6 pleckstrina
PH 1) un dominio PDZ y 2) una secuencia altamente conservada de 56 aminoacidos
presente en el extremo C-terminal especifico de esta proteina (Gibson et al., 1994,
Adams 1995). La asociacion de la sintrofina que mejor se ha caracterizado es aquella
gque se presenta entre su dominio PDZ y el de los canales de sodio dependientes de
voltaje del musculo SkM1 y SKM2 (Gee et al., 1998, Schultz et al., 1998) asi como con
la oxido-nitrico sintetasa neuronal (hNOS) (Brenman et al., 1996, Tochio et al., 1999).
Ademés del distroglicano, las sintrofinas, son los otros componentes del
complejo DAP que se han detectado en el cerebro (Ervasti y Campbell 1993). A la
fecha se han reportado tres sintrofinas cuyos patrones de expresion son:
° al-sintrofina se expresa en el musculo estriado, en
niveles bajos en cerebro y es apenas detectable en otros tejidos.
o Bl-sintrofina se expresa en diferentes tejidos y se
encuentra en niveles bajos en el cerebro.
o B2-sintrofina  estd presente en varios tejidos,
especificamente se presenta en concentraciones altas en cerebro. Esta
sintrofina se localiza en uniones neuromusculares (Peters et al., 1994,
Ahn et al., 1996).
4. Distrobrevina
Las distrobrevinas son también una familia de proteinas relacionadas vy
asociadas a distrofina, se ha propuesto que esta proteina es importante en la
formacion y mantenimiento de la unién neuromuscular, ya que coprecipita con
receptores de acetilcolina y con el complejo distrofina-DAP’s (Tinsley et al., 1994,

Gieseler et al., 1999).



La asociacion de a-distrobrevina con distrofina ocurre a través de estructuras
“coiled-coil” (Sadoulet-Puccio et al., 1997), consistentes en dos a-hélices enlazadas
entre si (Lupas, 1996). La distrobrevina comprende tres dominios estructurales: un
dominio rico en cisteinas, un dominio C-terminal, ambos homdlogos a los de distrofina
y un dominio Unico de distrobrevina (DUR) (Wagner et al., 1993, Blake et al., 1996,
Sadoulet-Puccio et al., 1996).

En mamiferos existen al menos cinco isoformas de distrobrevina generadas por
procesamiento alternativo, formandose proteinas con dominios y distribucion

diferentes en los tejidos analizados (Blake et al., 1996, Sadoulet-Puccio et al., 1996).



Células PC12

El origen de la linea celular PC12 es un feocromocitoma (células cromafines de
glandula adrenal) de rata la cual sintetiza una gran cantidad de catecolaminas
(dopamina y norepinefrina), y expresa una gran cantidad de genes que codifican para
neuropéptidos.

Esta linea celular ha sido ampliamente utilizada para investigar los mecanismos
celulares y moleculares que llevan a la diferenciacién neuronal, ya que responde al
factor de crecimiento neural (NGF) diferenciandose a células de tipo neuronal
simpético, con el alargamiento de neuritas (Schubert y Klier, 1977). Estas células
producen vesiculas sinapticas que contienen dopamina y noreprinefrina ademas de
sintetizar y secretar acetilcolina. Los cambios provocados por el NGF son répidos y
reversibles ya que después de 24 horas de eliminar éste, la mayoria de las células
pierden sus procesos neuriticos (Greene and Tischler, 1976; Grifman and Sureq,

1997).

La proteina Dp71

La proteina Dp71 se identific6 por primera vez en la linea celular
HepG2, corresponde a la isoforma de distrofina mas ubicua y la que se expresa en
mayor nivel en el sistema nervioso central. Dp71 es el producto principal del gen DMD
que se detecta durante el desarrollo, esto es, se expresa en células pluripotenciales
embrionarias ademds, durante el desarrollo temprano muestra una distribucion
confinada al sistema nervioso. Dp71 es el producto principal del gen DMD en tejidos
no musculares incluyendo el cerebro y la capa limitante interna de la retina. La
proteina carece de los dominios N-terminal y similar a espectrina, presenta Unicamente
el dominio rico en cisteina y C terminal de las distrofinas, como ya se menciono, este
dominio es de suma importancia debido a que es el sitio de unién del complejo de las

DAP’s.



La expresiéon de Dp71 esta regulada por un promotor de tipo “house Keeping”
localizado en el intron 62 del gen DMD. Este promotor no contiene caja TATA y
presenta un alto contenido en GC asi como varios sitios potenciales de unién a Spl,
resultando en una expresion en una amplia variedad de tejidos. Dp71 esta presente en
el cerebro, retina, pulmén, higado, rifion, testiculos y musculo liso (Lederfein et al.,

1993).

La apo-distrofina 3 6 distrofina Dp40

Tinsley JM, et al (1993), identificé y secuencid a la Apo- distrofina -3 o Dp40,
que corresponde al producto mas pequeiio del gen DMD. Esta proteina fue
identificada al extraer RNA de una linea celular de shwannoma de rata y de diversos
tejidos humanos; higado, pulmaén, cerebro, masculo fetal y masculo de adulto. La Dp40
se transcribe a partir de una secuencia de 2.2Kb, guarda una estrecha relaciéon con
Dp71 y comparte los primeros 340 aminoacidos tanto con Dp71 como con la distrofina
de longitud completa. La Dp40 comprende el final del dominio central, el dominio rico
en cisteinas y los primeros 48 aminoacidos del carboxilo terminal, siendo una proteina
de aproximadamente 341 aminoacidos con un peso de 40KDa, pero a diferencia de los

otros transcritos del gen DMD, esta se expresa durante el desarrollo embrionario.



JUSTIFICACION
La Dp40 es una proteina muy poco estudiada que se expresa a partir del gen
DMD. Debido a que Dp40 comparte aminoacidos de la region carboxilo terminal con
Dp71, no es posible obtener un anticuerpo especifico contra esta. Debido a nuestro
interés de estudiar la funcion de la Dp40, en este trabajo nos propusimos conocer su
expresion y localizacién en las células PC12. Para alcanzar el Ultimo objetivo, se
procedi6 a clonar el cDNA de Dp40 en un vector que permite la fusion de la proteina

de interés con un epitope y asi poder saber la localizacion celular en PC12.

OBJETIVOS

Objetivo general
Caracterizacion parcial de la proteina Apo-distrofina-3 o Dp40 en la linea
celular PC12.

Objetivos particulares

o Andlisis de la expresion del mMRNA de la Apo-distrofina 3 (Dp40)
antes y durante la diferenciacién de las células PC12 inducida por el factor de
crecimiento neural (NGF)

o Clonacion de la Apo-distrofina 3 (Dp 40) de células PC12

) Determinacion de la secuencia del cDNA de Apo-distrofina-3
(Dp40).

o Localizacion subcelular de la proteina Apo-distrofina 3 (Dp40) en

células PC12 indiferenciadas.



MATERIALES Y METODOS

Cultivo de las células PC12

Los cultivos celulares de PC12 se crecieron en cajas de plastico de 75 cm? en
medio RPMI con 10% de suero de caballo, 5% de suero fetal de bovino, 50 U/ml de
penicilina y 25 pug/ml de streptomicina a 37 °C en una atmoésfera saturada de agua con

5.6% de COs,.

Transcripcion reversa acoplada a PCR (RT/PCR)

Se extrajo el RNA de las célula PC12 alos 0, 4, 9 y 12 dias de diferenciacion,
de acuerdo al protocolo de cultivo para el RNAqueous®-4PCR Kit (Ambion). Para la
sintesis del cDNA a partir del RNA total, se utilizé el Advantage™ RT-for-PCR Kit
(CLONTECH), empleando el oligonucleétido especifico de rDp40 cDNARAPQOS: 5'-

GATATAGCAAATGAAAGTTTAAAG-3

Reacciones de PCR

Se amplificé por PCR la secuencia de rDp40 a partir del cDNA especifico con
los siguientes oligonucleétidos: PRIMERS: 5-CTGACTGCCTGTGAAATCCTTAC-3' v
rAPONOT3: 5-GTTAGAGGGGGACAACATGGAAACGTGAG-3' bajo las siguientes
condiciones: 94°C/1min, 35 ciclos: 94°C/30s, 68°C/3min. 70°C/10min.

Se amplificé por PCR la secuencia de rDp40 previamente clonada en el
plasmido pGEM-T Easy-rDp40 linearizado con la enzima BstX1, utilizando los
siguientes oligonucleétidos: 5 dPTO: 5 -ATGAGGGAACACTCAAAGGCCACG-3" vy
rAPONOT3: 5-GTTAGAGGGGGACAACATGGAAACGTGAG-3' bajo las siguientes
condiciones: 94°C/1min, 35 ciclos: 94°C/30s, 68°C/3min. 70°C/10min.

Los candidatos de las clonas pcDNA4/HISMAXTOPOTA-rDp40 fueron
amplificados por PCR, como parte de su caracterizacion, con dos juegos de

oligonucledtidos, PRIMERS5: 5-CTGACTCCTGTGAAATCCTTAC-3' y rAPONOT3: 5-



GTTAGAGGGGGACAACATGGAAACGTGAG-3” y RDP715TOPO: 5-
ATGAGGGAACACTCAAAGGCCACG-3 y rAPONOTS3: 5'-
GTTAGAGGGGGACAACATGGAAACGTGAG-3' bajo las siguientes condiciones:
94°C/1min, 35 ciclos: 94°C/30s, 68°C/3min. 70°C/10min.

Se amplific6 la secuencia de rDp40 a partir de las construcciones
pcDNA4/HISMAXTOPOTA-rDp40 con los siguientes oligonucleotidos:

rDp715myc: 5-CTAGTAGAATTCACATGAGGGAACACCTCAAAGGCCACG-3

rAPONOT3: 5-GTTAGAGGGGGACAACATGGAAACGTGAG-3' utilizando las
siguientes condiciones: 94°C/1min, 35 ciclos: 94°C/30s, 68°C/3min. 70°C/10min.

Todas las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un termociclador
(GeneAmp PCR system 2400) con 100 ng de cada oligonucleotido, 0.1 mM de cada
dNTP, 1.5 unidades de Tag polimerasa en una solucién amortiguadora que contiene
1.5 mM de MgCl,, 50 mM KCI, 20 mM Tris-HCI (pH 8.4). En todos los casos los
productos de PCR se analizaron en un gel de agarosa-TBE al 1% tefido con bromuro

de etidio.

Clonacion de laisoforma rDp40
Los productos de amplificacion obtenidos a partir del cDNA de las células PC12 al
utilizar los oligonucleétidos PRIMERS y rAPONOT3, se clonaron en el plasmido
pGEM-T Easy, mezclando 5ul de Buffer de ligacion (2X Rapid Ligation Buffer), 1uL del
vector pGEM-T Easy (50ng), 1uL de ligasa T4, Agua MilliQ y 100ng del producto de
PCR. La reaccion se incubo durante 18hs a 4°C.

Los productos de amplificacién de Dp40 obtenidos usando como molde el
plasmido pGEM-T Easy y los oligonucleétidos RDP715TOPO y rAPONOT3 fueron
clonados en el vector pcDNA4/Hismax TOPO TA (invitrogen) siguiendo las
recomendaciones del fabricante. En un tubo se mezclaron: 1ul de pcDNA4/HisMax®©-

TOPO® (10ng), 2ul de producto de PCR, 1ul de solucion salina (1.2 M NacCl, 0.06 M



MgCI2) vy 1ul de agua desionizada. Las reacciones se incubaron durante 5min a

temperatura ambiente.

Células competentes

Se prepararon células competentes utilizando la cepa DH5a de E.coli, la cual
es sensible a Ampicilina, éstas se incubaron toda la noche en medio SOB (triptona 2g,
extracto de levadura 5g, cloruro de sodio 0.5g, sulfato de magnesio (anhidro) 2.4g,
cloruro de potasio 0.186g /litro) a 37°C en agitacion. El cultivo bacteriano se diluy6
1/10 en medio SOB y se incubé a 37°C en agitacion hasta que la densidad 6ptica del
cultivo alcanz6 una absorbancia de 0.4 a 0.6 a 550 nm para obtener una concentracion
de 10® bacterias/ml. Se dividi6 el cultivo en dos volimenes iguales y se centrifug6 a
4000 rpm a 4° C por 15 min, se retiré el sobrenadante y se resuspendid la pastilla en
FSB (KCI 100 mM, CaCl,.2H,0 50 mM, glicerol 10% p/v, acetato de potasio 10 mM,
pH final 6.2) durante 15 min a 4° C. La muestra se centrifugd a 4000 rpm / 4° C/ 15
min, se retird el sobrenadante, la pastilla se resuspendié en FSB a 4°C, mas 70 ul de
DMSO y se incubd por 5 min a 4°C. Posteriormente se afiadieron 70ul de DMSO y se
incubd la reaccion durante 15 min a 4°C. Se prepararon alicuotas de 200 pl, las cuales

se congelaron utilizando nitrégeno liquido para almacenarlas a -70° C.

Transformacion

Para transformar las células competentes DH5a, se descongelaron las
alicuotas de las células y éstas se mantuvieron en hielo dividiendo la suspension
bacteriana en dos voliumenes iguales, a cada alicuota se le agregaron de 1 a 5 pl del
vector, se agitd en vortex por unos segundos y se incub6 en hielo por 30 min.
Posteriormente las muestras fueron sometidas a un choque térmico a 42° C por 90 s 'y
las células fueron transferidas a tubos eppendorf con 1 ml de medio SOB, 10 pyl de
MgCl,-MgSO,1 My 20 ul de glucosa 1 M. Los tubos se incubaron por 2 ha 37 °Cen

agitacién y las células fueron espatuladas en cajas con LB-Ampicilina. Para la



seleccién de las transformantes las cajas se incubaron a 37°C durante 18 horas,
transcurrido este tiempo, se seleccionaron 24 colonias al azar, estas se sembraron en
placas LB-Amp y se incubaron durante 18 horas. Se verificd la transformacion de las
colonias con el pldsmido pcDNA4/HISMAXTOPOTA-rDp40 por PCR utilizando los

oligonuclettidos RDP715TOP y rAPONOTS3.

Obtencién de DNA plasmidico

Para obtener DNA de plasmido por la técnica de “Easy prep”, se sembrd una
colonia con el plasmido de interés en medio LB-ampicilina, y se incub6 18 h a 37°C en
agitacion, éste cultivo se centrifugo en un tubo eppendorf de 1.5 ml a 13,000 rpm por
1 min para formar una pastilla de células. La pastilla se resuspendié en 100 pl de
Buffer de lisis (Tris-HCI 10mM pH 8, EDTA 1mM, BSA 0.1 mg/ml, RNAsa A 0.2 mg/ml,
Sacarosa 15% plv, Lisozima 2mg/ml), y se incubd a temperatura ambiente por 5
minutos, después se colocd en agua en ebullicibn por 60 seg., inmediatamente
después las muestras se colocaron en hielo por 60 seg. A continuacién la muestra se
centrifugd por 15 minutos a 13000 rpm el sobrenadante se transfirié a un tubo limpio el

cual lleva el plasmido

Reacciones de secuenciacion

El fragmento de rDp40 clonado en el vector pcDNA4/HISMAXTOPOTA-rDp40,
fue sometido a una reaccion de secuenciacion automatica en el extremo 5” del inserto
utilizando el oligonucledtido TopoF 5 -TATGGCTAGCATGACTGGT-3° y en el
extremo 3" del inserto con el oligonucleotido 3'rAPONOT3, bajo las siguientes
condiciones: 94°C/5min. 35 ciclos; 94°C/30, 55°C/30s, 60°C/10s. 60°C 5 min. La
lectura del producto amplificado se realizo en el secuenciador automético ABI PRISM

310 (Perkin Elmer).



Transfeccion de células PC12

Para la transfeccién transitoria de células PC12 no diferenciadas, se utilizé el
método de Lipofectamine ™ Reagent (Invitrogene). Se sembraron 7 X10° células, en
cubreobjetos previamente tratados con poli-I-lisina (50 pg/ml). Para cada cubreobjetos
se prepararon dos tubos eppendorf de 0.5 ml con 100 pl de medio Optimem. A un tubo
se le afladieron 2 pg de DNA (pcDNA4/Hismax TOPO TA-rDp40) y al otro 20 pl de
lipofectamina (Invitrogen), y se incubaron ambos tubos a temperatura ambiente por 15
minutos, a continuacién los dos tubos se mezclaron y se incubaron por 15 min. Se
pasaron los complejos a un tubo de 1.5 ml que contenia 800 ul de medio Optimem y
se mezclaron e incubaron por 10 min a temperatura ambiente. Se retir6 el medio de
crecimiento de las células y se lavaron una vez con PBS 1X estéril. Se adiciono el
medio de transfeccion a cada pozo, colocandolo sobre la pared de la caja y después
se homogenizé. Se colocaron las células en incubadora a 37°C, al 5% de CO, por 5
horas, después se agregd 1 ml de medio de cultivo RPMI 1640 (10% de suero de
caballo inactivado a 56°C, 5 % de suero fetal bovino, 25 U/ml de penicilina 'y 25 mg/ml
de estreptomicina), a cada pozo y se incub6 48 horas.

Se realiz6 una transfeccion en las condiciones descritas previamente utilizando
como control el plasmido pCMV SportB-gal, y se llevo a cabo la tincién para detectar a
las células transfectadas, con ayuda del reactivo B-Gal Stainig Kit (Invitrogen), y
calcular el porcentaje de efectividad comparando las células tefiidas contra las no

tefidas.

Inmunofluorescencia

Después de la transfeccion los cubreobjetos se fijaron con una solucion al 3%
de paraformaldehido (PFA) y 0.3% Triton X 100 en una solucion amortiguadora de
citoesqueleto (CB) (10mM MES, 150mM NaCl, 5mM EGTA, 5 mM MgCI2, 5 mM
glucosa). Las preparaciones se lavaron tres veces con CB y se incubaron 20 min en

una solucién de PFA al 3% en CB. Se lavaron nuevamente tres veces con PBS y se



bloguearon 20 min con gelatina al 0.5% en PBS. Posteriormente, las preparaciones de
las células transfectadas con pcDNA4/Hismax TOPO TA-rDp40 se incubaron con el
anticuerpo anti-Xpress (1:2500), durante toda la noche a 4°C. A continuacién las
células se lavaron tres veces con PBS por cinco minutos, la sefial de las proteinas
recombinantes se detectd incubando las preparaciones durante 30 minutos con un
anticuerpo secundario IgG anti-ratbn conjugado con Alexa Fluor a temperatura
ambiente. Posteriormente se lavaron las células con PBS y agua y se montaron en
Vectashield (Vector laboratorios, Inc.). Las preparaciones se analizaron en un

microscopio de epifluorescencia (Axioscop 40 FL, Carl Zeiss).



RESULTADOS

Andlisis de la expresién del mRNA de la rDp40 (Apo-distrofina 3) antes y
durante la diferenciacion de las células PC12

El primer objetivo planteado en este trabajo fue saber si las células PC12
indiferenciadas y/o diferenciadas expresaban el mMRNA de rDp40, para esto, a estas
células se les extrajo el RNA a los 0, 4, 9 y 12 dias de diferenciacion y se realizé la
técnica de RT - PCR. Para la sintesis de cDNA se utilizé un oligonucleétido especifico
complementario a la secuencia de rDp40: cDNARAPO3 y para la posterior
amplificacién del cDNA se usaron los oligonucleétidos PRIMERS para el extremo 5" y
para el extremo 3" el primer 3'rAPONOT3, el cual es especifico para rDp40, la

secuencia de estos oligonucleotidos flanquean a la secuencia de cDNA de rDp40

(Figura 4).

Ctgactgcctgtgaaatccttacaaccllagggaacacctcaaaggccacgagacccaaacaacttgttgggac 75
catcccaaaatgacagagctctaccagtctttagctgacctgaataatcaggttctccgcttataggactgccatgaagce 157
tcagaagactccagaaggccctttgcttggatctcttgagcectgtcagctgcatgtgacgccttggaccagcacaacctc 237
aagcaaaatgatcagcccatggatatcctgcagataatttactgtttgactactatttatgaccgcctggagcaagagcea 317
caacaatttggtcaatgtccctctctgtgtggatgtgtgtctcaactggcttctcaatgtttatgatacgggacgaacaggga 400
ggatccgtgtcctgtcttttaaaactggcatcatttctctgtgtaaagcacacttggaagacaagtacagataccttttcaag 483
caagtggcaagttcaaccggcttttgtgaccagcgtagactgggtcttctictgcatgattctattcaaatcccaagacagtt 566
gggtgaagttgcctcctttgggggcagtaacattgagccgagtgtcaggagctgtttccagtttgccaataataaacctga 647
gattgaagccgctctcttccttgactggatgegtctggaaccccagtctatggtgtggetgecggtcttgcacagagtggcet 729
gctgectgaaacagccaagcatcaggccaagtgtaacatctgtaaggagtgtccaatcattggattcaggtacagaagce 807
ctgaaacactttaattatgacatctgccaaagctgctttttttctggccgagttgctaagggccataaaatgcactaccccat 990
ggtagagtactgcactccgactacatctggagaagatgttcgtgactttgccaaggtactgaaaaacaaatttcgaacc 1069
aaﬁggtattttgcgaagcatccccgaatgggctaccttccagtgcag actgtgttagagggggacaacatggaaa 1145
cgigagcyg

Figura 4. Oligonucleotidos que flanquean la secuencia de mRNA de Dp40. La secuencia
corresponde al mRNA de Dp40, los oligonucleotidos para el extremo 5° PRIMERS5 esta sefialado en

amarillo y el especifico de Dp40 para el extremo 3" rAPONOT3 en verde.



Las reacciones de RT-PCR se visualizaron en un gel de agarosa al 1.5%,
demostrandose que si hay expresibn de mRNA de rDp40, antes y durante la

diferenciacion de dichas células con NGF (figura 5)
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Figura 5. Expresién del mMRNA de Dp40 en las células PC12. Se extrajo el RNA de las células PC12, a
continuacion se sintetizé el cDNA como se indica en materiales y métodos y posteriormente se procedio a
amplificar las secuencias que corresponden al mMRNA de Dp40 utilizando los oligonucleotidos PRIMERS y
rAPONOTS3. Los productos de PCR obtenidos se analizaron en un gel de agarosa al 1.5% y se tifieron con
bromuro de etidio. En el primer carril se coloco el marcador de peso molecular X174 RF DNA/Hae 1l. Del
segundo al quinto carril se cargaron las muestras del producto de RT-PCR a los dias 0, 4, 9 y 12 de
diferenciacion respectivamente. El tamafio esperado para el producto de PCR especifico de Dp40 es de
1051pb.

Clonacion de la Dp40 (Apo-distrofina 3) de células PC12
Después de haber demostrado que las células PC12 expresan el mRNA de la
distrofina Dp40, se procedié a clonar la secuencia de DNA correspondiente en el

vector pGEM-T -eEasy (figura 6).
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Figura 6. Plasmido de replicacion pGEM-T Easy. Este plasmido contiene colas de timinas,
para una facil clonaciéon de insertos que son producto de reacciones de PCR, ademas de un gen de

resistencia a ampicilina para la seleccion de clonas de interés.

El cDNA de rDp40, obtenido a partir del RT-PCR en donde se usaron los
oligonucledtidos PRIMERS para el extremo 5° y 3'rAPONOT3 para el extremo 3°, se
clono6 en el vector pGEM-T Easy como se describié en materiales y métodos (figura 6),
este plasmido cuenta con extremos de timina que permiten la clonacion directa de
productos de PCR.

Después de llevar a cabo la clonacion del inserto del cDNA de Dp40, el DNA
fue utilizado para transformar una cepa DH5a de E. coli como se describe en
materiales y métodos. A continuacién se aislaron 24 colonias candidatas, previamente
seleccionadas por ser resistentes a ampicilina. Posteriormente se realizé una reaccion

de PCR con los oligonucle6tidos RDP715TOPO y rAPONOT3 con el objeto de



caracterizar a las clonas construidas, en dicha reacciéon se obtuvo un fragmento de

1053pb.

12

)
@ 1053

Figura 7. Purificacion de los plasmidos pGEM-T Easy-rDp40. Est4 clona contiene el inserto en
posicién adecuada.

Determinacion de la secuencia del cDNA de rDp40.

Las clonas pGEM-T Easy-rDp40 previamente seleccionadas, fueron sometidas
a un analisis por secuenciacidbn para comprobar que los insertos presentaran la
secuencia correspondiente (ver materiales y métodos). Para llevar a cabo la reaccion
de secuenciacion se emplearon los oligonucleétidos PRIMERS para el extremo 5 y
rAPONOTS3 para el extremo 3", descritos en materiales y métodos.

Como se muestra en la figura 8, las clonas seleccionadas pGEM-T Easy-
rDp40, contienen la secuencia del DNA que corresponde a la proteina Dp40, La
secuencia se compar6 contra la publicada por Tinsley JM, et al (1993), utilizando el

programa Clustal X



ctgactgcctgtgaaatccttacaacclilfagggaacacctcaaaggccacgagacccaaacaacttgttgggac 75

catcccaaaatgacagagctctaccagtctttagctgacctgaataatgtcaggttctccgcttataggactgccatgaage 157
tcagaagactccagaaggccctttgcttggatctcttgagectgtcagctgcatgtgacgcecttggaccagcacaacctc 237
aagcaaaatgatcagcccatggatatcctgcagataatttactgtttgactactatttatgaccgcectggagcaagagca 317
caacaatttggtcaatgtccctctctgtgtggatgtgtgtctcaactggcttctcaatgtttatgatacgggacgaacaggga 400
ggatccgtgtectgtctittaaaactggcatcatttctctgtgtaaagcacacttggaagacaagtacagataccttttcaag 483
caagtggcaagttcaaccggcttttgtgaccagcgtagactgggtcttcttctgcatgattctattcaaatcccaagacagtt 566
gggtgaagttgcctectttgggggceagtaacattgagccgagtgtcaggagcetgtttccagtttgccaataataaacctga 647
gattgaagccgctctcttccttgactggatgegtcetggaaccecagtctatggtgtggetgecggtcttgcacagagtggcet 729
gctgctgaaacagccaagcatcaggccaagtgtaacatctgtaaggagtgtccaatcattggattcaggtacagaage 807
ctgaaacactttaattatgacatctgccaaagctgctttttttctggccgagttgctaagggcecataaaatgcactaccccat 990
ggtagagtactgcactccgactacatctggagaagatgttcgtgactttgccaaggtactgaaaaacaaatttcgaacc 1069
aaaaggtattttgcgaagcatccccgaatgggctaccttccagtgcagactgtgttagagggggacaacatggaaa 1145
cgtgagcg

Figura 8. Secuencia de cDNA de rDp40. En rojo esta sefialado el coddn de inicioy en azul se

sefiala el codon de paro de la traduccion.
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Se ha reportado que la rDp40 comparte el promotor de la Dp71 ubicado en el
intron 62. Al comparar la secuencia obtenida de la Dp40 con la secuencia del cDNA de
Dp71 (figura 9), se pudo observar que estas dos secuencias son iguales del exén 1 al
70 excepto por 5 bases ubicadas en los exones 67 y 68. Dp40 tiene su propio codon
de paro TGA indicado con una flecha. La comparacion de las secuencias se llevo a

cabo utilizando el programa ClustalX

dp7lrat CAGCCAACTCTCAGGAGCTGTTTCCAGTTTCCCAATAATARCCCTCACATTCAAGCGECT
rapo3 GAGCCGAGTGTCAGGAGCTGTTTCCAGTTTGCCAATAATARACCTCAGATTGAAGCCGCT
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Figura 9. Comparacion de las secuencias de cDNA de rDp40 y rDp71. En el primer renglon
con el nombre de “dp71rat” esta la secuencia del cDNA de rDp71, y en el segundo renglén con el nombre
de “rapo3” se encuentra la secuencia del cDNA de rDp40. Los asteriscos indican las bases que no
coinciden entre las dos secuencias, ambas secuencias solo difieren por cinco bases (C-T, G-A, A-G, C-A,

G-C) la flecha sefiala el coddn de paro de rDp40 en el exon 70 de rDp71.



A continuacion se comparé la secuencia de aminoacidos de rDp40 con la
de rDp71 utilizando la opcion “Beautiful color” de http://www.ebi.ac.uk/clustalw/.
Como se menciond previamente, ambas secuencias tienen 5 bases diferentes, sin
embargo, en la traduccién solo un aminoéacido es distinto (figura 10). Por esto, la
Dp40 conserva los dominios de Dp71 hasta el exdén 70; el amino- terminal, el
dominio WW, la region de bisagra, el dominio rico en cisteinas, el sitio de union a

distroglicanos, el dominio ZZ y parte del carboxilo terminal.
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Figura 10. Comparacion de la secuencia de aminoacidos entre rDp40 y rDp71. En el primer

renglén con el nombre de “rDp71a” se muestra la secuencia de aminoacidos de la proteina rDp71, y en el

segundo renglén con el nombre de “rApo3” se muestra la secuencia de aminoacidos de la proteina rDp40.

Los asteriscos indican cada uno de los aminoacidos que comparten las dos secuencias, se observa que

solo difieren en el aminoacido ubicado en la posicion 205. Las dos proteinas comparten todos los

dominios que se indican a la derecha.



Clonacion del cDNA de la isoforma rDp40 en el vector pcDNA4/hismax
TOPO TA

Debido a que la secuencia de aminoacidos de rDp40 resulté ser igual a la
secuencia de los primeros 240 aminoacidos de rDp71, no es posible diferenciar
ambas proteinas utilizando anticuerpos especificos. Es por ello que para poder
estudiar la localizacién de esta proteina, fue necesario clonar el cDNA de Dp40 en
vectores con banderas especificas y expresar de manera independiente las
proteinas de fusion correspondientes en células eucariontes. Para cumplir con este
objetivo se selecciond el vector pcDNA4/Hismax TOPO TA porque ofrece la
ventaja de que las isoformas se expresan como proteinas de fusién, con el epitope
0 bandera Xpress (8 aminoacidos, DLYDDDDK) en su regiébn amino terminal,
permitiendo el reconocimiento especifico de las distrofinas mediante el uso de
anticuerpo(s) dirigidos en contra de la bandera.

El primer paso que se llevo a cabo para clonar esta isoforma en el vector
pcDNA4/Hismax TOPO TA fue obtener un producto de PCR utilizando los
oligonucleétidos RDP715TOPO y rAPONOT3, estos oligonucleétidos permiten
amplificar la region codificante que abarca del exén 1 de Dp71 al exén 70 para
esta isoforma. Para esto, las construcciones en pGEM-T Easy fueron linearizadas
con la enzima de restriccion BstX1 y posteriormente sometidas a la reaccién de
PCR, los productos de PCR fueron analizados por electroforesis en un gel de

agarosa (figura 11).
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Figura 11. Obtencién de los productos de PCR (cDNA) de las isoforma rDp40 para su
clonacién en el vector TOPO. Se muestra la imagen del gel de agarosa al 1%, tefiido con bromuro
de etidio, en donde se analizaron los productos de PCR de 1026pb que corresponden a la secuencia
de rDp40. Carril 1, Marcador de peso molecular; ®X174 RF DNA/Hae lll; Carriles 2 al 6 banda

correspondiente al producto de PCR para la isoforma rDp40

Los productos obtenidos se clonaron en el vector pcDNA4/Hismax TOPO
TA, un vector disefiado para clonar directamente productos de PCR, de acuerdo a
lo descrito en materiales y métodos. El DNA ligado se utilizé para transformar
células competentes y a continuacion se procedié a extraer el plasmido de 12
clonas candidatas para esta isoforma utilizando la técnica de “easy prep” descrita
en materiales y métodos. El DNA de cada plasmido obtenido se sometié a un
andlisis utilizando dos reacciones de PCR independientes; por un lado se usé el
oligonucledtido denominado PRIMERS, cuya secuencia se encuentra en la region
5" UTR de la Dp71 y el oligonucle6tido rAPONOT3 localizado en la region 3° UTR,
secuencias gue se encentran en el vector pGEM-T Easy; en la segunda reaccién

de PCR se utilizé el oligonucleotido RDP715TOPO para el extremo 5 y el



rAPONOT3 para el extremo 3, oligonucleétidos que solo amplifican la region
codificante para ambas isoformas. El motivo por el cual se realizo este doble
analisis por PCR fue para diferenciar aquellas clonas cuyos fragmentos de DNA
se encontraban en el vector original (0GEM), de las que se encontraban ya
clonados en el vector pcDNA4/Hismax TOPO TA, y asi continuar con el analisis de
aquellas clonas que se encontrasen en pcDNA4/Hismax TOPO TA. En el caso de
obtener un producto de PCR, al utilizar tanto el primero como el segundo juego de
oligonucleotidos, indicaria que los insertos se encuentran en pGEM, mientras que
si solo se obtiene un producto de PCR con el segundo juego de oligonucleétidos,
se trata de insertos clonados en el vector pcDNA4/Hismax TOPO TA (figura 12).
En la figura se muestra que las clonas de los carriles 8, 10, 11 y 12, son clonas
cuyos cDNAs de la isoforma rD40 se encuentran en el vector pGEM, las demas
clonas (carriles 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 y 9) contienen insertos en el vector
pcDNA4/Hismax TOPO TA, dado que solo presentan un producto de amplificacién

con el segundo juego de oligonucleotidos.
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Figura 12. Analisis de candidatos rDp40 en el vector pcDNA4/Hismax TOPO TA-rDp40. Se
llevaron a cabo dos reacciones de PCR para 12 candidatos utilizando los oligonicleotidos A: PRIMERS y
rAPONOTS3, B: RDP715TOPO y rAPONOT3. El DNA obtenido a partir de las reacciones de amplificacion
se analizé en un gel de agarosa al 1.5% tefiido con bromuro de etidio. A.- Corresponde a los productos de
PCR generados con los oligonucleétidos: PRIMER5 y rAPONOT3. B.- Corresponde a los productos de
PCR generados con los oligonucleétidos: RDP715TOPO y rAPONOT3, para las mismas clonas. (+);
control positivo, corresponde al inserto del plasmido TOPO. M; marcador de peso molecular; A DNA/Hind

Ill. Carriles del 1 al 12 clonas candidatas para la isoforma rDp40.



Con el objeto de verificar la secuencia de cDNA de Dp40 clonada en el vector
se secuenciaron dos colonias, para la determinacién de la secuencia se utilizé el
oligonucledtido TOPOF que es complementario a la secuencia del vector, asegurando
ademés de que correspondia a la secuencia de Dp40, la direccion del inserto. El
oligonucledtido rAPONOT3 se usé para determinar la secuencia nucleotidica a partir

del extremo 3" (Figura 13).
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Figura 13. Cromatograma de la reaccién de secuenciacién de las clonas pcDNA4/Hismax TOPO TA Dp40. Para
la obtencién de la secuencia nucleotidica se utilizaron el oligonucleétido TOPO-F (secuencia del extremo 5°) asi como
el oligonucleétido 3'rAPONOTS3). Se muestra parte del cromatograma para la regiéon secuenciada. La secuenciacion se

realizé en el secuenciador automatizo ABI PRISM 310 (Perkin Elmer).
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Figura 14. Secuencia nucleotidica del cDNA de Dp40 clonado en el vector pcDNA4/Hismax TOPO
TA-rDp40. Se observa que el inserto esta en fase, la flecha indica el codon de inicio de Dp40. Se muestra
el alineamiento entre la secuencia obtenida previamente denominada “apo3” y la secuencia denominada
topoF y R obtenida por secuenciacion de la construccion pcDNA4/Hismax TOPO TA-rDp40. Para el
alineamiento se uso el programa Clustal X.



Transfeccion transitoria de las células PC12 no diferenciadas con las
construcciones TOPO-rDp40

Con el objeto de conocer la distribucién celular de la isoforma Dp40 en las
células PC12, se procedi6 a transfectar a estas células con el plasmido
pcDNA4/Hismax TOPO -rDp40. Previo a esto y como primer paso se procediéo a
establecer las condiciones adecuadas para la transfeccion de las células PC12,
evaluando la eficiencia de transfeccion al usar diferentes concentraciones de DNA.
Para esto se uso el plasmido reportero pCMV-SPORT 3 gal, que codifica para la 8
galactosidasa. La (B galactosidasa es una enzima que en presencia del sustrato Xgal
genera una coloracion azul visible en el microscopio de luz, de esta manera las células
gque son transfectadas pueden observarse con una coloracién azul. Se eligieron cinco
condiciones para determinar la eficiencia de transfeccion: utlizando 20 pl de
lipofectamina, combinados con 650, 1300, 1950, 2600 y 3250 ng de DNA.
Posteriormente se tifieron las células y se determino el porcentaje de células
transfectadas (figura 15). Los resultados demuestran que la mejor condicién para la
transfeccion de las células PC12, fue aquella que combinaba 20 pl del reactivo
lipofectamina y aproximadamente 2000 ng de DNA, obteniéndose un 3 % de

transfeccion.



Figura. 15. Transfeccién de las células PC12 con pCMV-SPORT B gal. A y B corresponden a células

tratadas con lipofectamina y con aproximadamente 2000ng del plasmido pCMV-SPORT f gal, C y D corresponden a

células tratadas Unicamente con lipofectamina. Las fotografias A y C fueron tomadas utilizando un objetivo 100x, y las

By D con un objetivo 40x.



Una vez establecidas las condiciones mas adecuadas para lograr la
transfeccion de las células PC12, que corresponde al 3% de eficiencia se procedié a
transfectar a las células PC12 no diferenciadas con las construcciones

pcDNA4/Hismax TOPO -rDp40.

Localizacion de la Dp40 en células PC12

Posteriormente se llevo a cabo un ensayo de inmunofluorescencia para
detectar la localizacién subcelular de la proteina recombinante Xpress-rDp40 utilizando
el anticuerpo monoclonal anti-Xpress.

Las células fueron transfectadas, fijadas, permeabilizadas y tefiidas utilizando
el anticuerpo anti-Xpress, de acuerdo a como se describe en materiales y métodos.
Posteriormente se conjug6 un anticuerpo secundario anti-ratdbn marcado con ALEXA
fluor para las células tratadas con anti-Xpress, éstas preparaciones fueron observadas
en un microscopio de epifluorescencia. Las imagenes muestran una fuerte sefial de
localizacién de la rDp40 en células PC12 no diferenciadas, de forma particulada en el

nacleo de las células (figura 16).



Figura.16 Localizacién de la rDp40 en células PC12 no diferenciadas. Para observar la

localizacion subcelular de las proteinas recombinantes Xpress-rDp40, las células PC12 transfectadas se
analizaron por inmunofluorescencia Las células fueron transfectadas con la construccion pcDNA4/Hismax
TOPO -rDp40 y se trataron con el anticuerpo primario anti-Xpress y el secundario IgG anti-raton
conjugado con Alexa Fluor. Las preparaciones se analizaron en un microscopio de epifluorescencia
(Axioscop 40 FL, Carl Zeiss).donde se logra apreciar que Dp40 se encuentra particulada principalmente

en nlcleo.



DISCUSION

La Dp40 es el producto menos estudiado del gen DMD, Feener y
colaboradores (1989) fueron los primeros en detectar la presencia de otros transcritos
diferentes a distrofina del gen DMD que se expresan en diversos tejidos. Tinsley y
colaboradores (1993), identificaron y secuenciaron al producto del gen DMD Apo-
distrofina3 o Dp40, extrayendo RNA de una linea celular de shwannoma de rata, y de
diversos tejidos humanos, como es el caso del higado, pulmdn, cerebro, musculo fetal
y musculo de adulto, y reportaron que esta proteina se transcribe en una secuencia de
2.2Kb. El transcrito de Dp40 produce una proteina de aproximadamente 341
aminodcidos con un peso de 40 KDa, pero a diferencia de la mayoria de los transcritos
del gen DMD, y al igual que Dp71 se expresa durante el desarrollo embrionario.

El producto Apo-distrofina 3 o Dp40 comparte 240 aminoacidos de la
secuencia del exén 63 al 70 con Dp71 y con la distrofina de longitud completa, al final
de esta secuencia rDp40 tiene su propio codén de paro. Como consecuencia, la
isoforma Dp40 presenta el dominio rico en cisteinas y los primeros 48 aminoacidos de
la regidn carboxilo terminal. Dentro de las regiones que comparte Dp40 con el resto de
las distrofinas se encuentra el sitio WW, la regién de bisagra 4, el dominio rico en
cisteinas, el sitio de unidén a distroglicanos, el dominio ZZ y parte del carboxilo terminal.

Diversos estudios genéticos muestran la importancia funcional de los dominios
codificados por el extremo 3" del gen de la distrofina (Cox G. et al., 1994. Roberts R. et
al., 1992). El estudio de Michiko Ishikawa (2004) demuestra que el dominio ZZ, de la
distrofina, el cual comprende los aminoacidos
HQAKCNICKECPIIGFRYRSLKHFNYDICQSCFFSGRVAKGHRMHY, es esencial para
la union de la distrofina a B-distroglicano y al complejo de las DAPs siendo su papel el
reforzar la union por la interaccion intramolecular con la estructura EF en “forma de

mano”, llamada EF1.



Ponting y colaboradores (1996) mencionaron que el dominio ZZ contiene
cisteinas, Lenk, U y colaboradores, en 1996 demuestran que una mutacion en la
cisteina 3340, impide la union de distrofina con el complejo de distroglicano siendo
responsable de la DMD y de el retraso mental, esto lo comprobaron por la ausencia de
la onda-b en un electroretinograma, que indica que las isoformas de la distrofina
participan en funciones neurofisioldgicas.

Huang X. et al, (2000) reportaron la estructura de cristal de la region de
interaccion del dominio WW del C-terminal de distrofina con la region rica en prolina
del B -distroglicano, esta muestra que el dominio WW, que abarca los aminoacidos
HETQTTCWDHPKMTELYQS, esta embebido en una regién helicoidal adyacente que
contiene dos dominios EF en forma de mano, el péptido beta-distroglicano se une a
una superficie formada por el dominio WW y uno de estos EF.

Rentschler S y colaboradores (1999) reportan que la region de distrofina
implicada en la uniéon con B-distroglicano contiene cuatro dominios presentes en
proteinas modulares: WW, dos regiones de unién a calcio en forma de mano EF, y un
dominio de “dedo” de Zinc. El dominio WW contiene 38 a 40 aminodcidos, es globular
y contiene dos residuos de triptofano, se ha mostrado que este dominio se une a
ligandos que contienen Pro Pro — x - Tyr. Los autores elucidaron el papel del dominio
WW de la distrofina, demostrando que este dominio WW, junto con las regiones EF, se
unen al carboxilo terminal de beta-distroglicano. A través de mutaciones sitio
especificas y ensayos in vitro demostraron que la unién de distrofina con beta-
distroglicano ocurre a través del corazon de la region Pro-Pro-x-Try.

Rentschler (1999) muestra en su articulo que el dominio WW es una pequeia
region conservada, se mantiene estable en forma de hoja beta de 3 filamentos. Es un
dominio de 40 amino4cidos aproximadamente, su nombre deriva de la presencia de
dos residuos de triptofano separados por 20 a 23 amino&cidos, y se presentan en la

mayoria de los dominios WW conocidos hasta ahora, y de una prolina. EI dominio WW



se une a proteinas con dominios particulares de prolina [AP]-P-P-[AP]-Y y/o dominios
gque contengan fosfoserina-fosfotreonina.

Kathleen vy colaboradores (1995), demuestran, que al eliminar el amino
terminal o el similar a varilla, tiene efectos moderados en el funcionamiento de la
distrofina, sin embargo el eliminar dominios ricos en cisteina conlleva a un fenotipo de
distrofia severo, aun cuando se sigue expresando a la proteina en niveles normales.
(Corrado, 1996)

Jung y colaboradores (1995) demostraron que la segunda mitad de la bisagra
4, que comprende los aminoéacidos
HETQTTCWDHPKMTELYQSLADLNNVRFSAYRTAMKL y el dominio rico en cisteinas,
el cual abarca los aminoacidos:
NVRFSAYRTAMKLRRLQKALCLDLLSLSAACDALDQHNLKQNDQPMDIINCLTTIYDRL
EQEHNNLVNVPLCVDMCLNWLLNVYDTGRTGRIRVLSFRTGIISLCKAHLEDKYRYLF
KQVASSTGFCDQRRLGLLLHDSIQIPRQLGEVASFGGSNIEPSVRSCFQFANNNPEIE
AALFLDWMRLEPQSMVWLPVL se une al C terminal de B-distroglicano. Demostraron
que el dominio citoplasmico de B-distroglicano se une a SH3 de Grb2, por lo tanto se
puede asumir que la interaccion entre distrofina y B-distroglicano puede estar
relacionada a la secuencia rica en prolina SH3.

Corrado et al. (1996) Gener6 un ratén transgénico que expresaba el gen DMD
pero con ausencia de los exones 71 a 74, y la expresion de esta distrofina restaurd
las DAP’s, y previno la patologia de distrofia, lo que aparenta que la proteina sin los
exones 71 a 74 es capaz de mantener la union entre el citoesqueleto y la matriz
extracelular y mantener la integridad estructural de las células musculares.

El carboxilo terminal de Dp40 comprende los siguientes amino&cidos:
HRVAAAETAKHQAKCNICKECPIIGFRYRSLKHFNYDICQSCFFSGRVAKGHRMHYPM

VEYCTPTTSGEDVRDFAKVLKNKFRTKRYFAKHPRMGYLPVQTVLEGDNMET



Adicionalmente se ha reportado el procesamiento alternativo de exones
cercanos al carboxilo terminal, que son tejido especifico (Bies et al., 1992. Feener C.
et al., 1989).

El conocer la funcion de las isoformas cortas de la distrofina, con
procesamientos alternativos especificos, es de gran interés para entender la relacion
estructura funcion de la region carboxilo terminal, en los distintos sintomas clinicos
asociados con DMD. EI conocimiento de los patrones de expresion de los transcritos
cortos de la distrofina puede ayudar a entender el papel funcional de esta isoforma.

Los resultados de éste trabajo indican que Dp40 se expresa en células PC12
de rata sin diferenciar y durante la diferenciacion a los 4, 9 y 12 dias después del
tratamiento con NGF.

Otro de los objetivos de este estudio fue investigar la localizacion subcelular de
rDp40. Reportes previos han demostrado que las isoformas de distrofina que no
codifican para el exén 74, son detectadas predominantemente en cerebro, corazén y
musculo liso, pero es muy raro que se exprese en musculo esquelético (Bies et al
1992). Esto indica que la interaccién con sintrofinas es indispensable para la distrofina
del musculo esquelético, el procesamiento alternativo en los exones 71 y 78 de la
Dp71, regulan su localizacién citoplasmica o nuclear en células PC12 (Gonzalez et al.,
2000, Marquez et al., 2003),

Crawford y colaboradores (2000) compararon cepas de ratones una “wild type”
y otra cepa transgénica con una distrofina de ratén a la que le eliminaron del exén 71
al 78, y sus resultados muestran que la funcion de la distrofina “wild type" es la misma
que la de la distrofina A71-78, y concluyen que la sintrofina y distrobrevina pueden
unirse al complejo DAP independientemente de la distrofina y su asociacion es
suficiente para prevenir la distrofia.

Debido a que las células PC12 expresan rDp40 (la cual tiene el coddn de inicié

en el exdn 63 y el de paro en el intron 70), éstas pueden ser utilizadas como modelo



de estudio para tanto la expresiéon como la localizacién e interacciones de Dp40 con
otras proteinas.

A la fecha no se ha reportado ningun trabajo en donde se estudie la funcion de
esta proteina. Dado que no se cuentan con anticuerpos especificos para distinguir
rDp40, se generd una proteina recombinante con una bandera que permitiera
monitorear con mayor facilidad a la Dp40, de tal forma que se pueda determinar la
localizacién subcelular. Los resultados obtenidos en este trabajo muestran que la
distribucion de la proteina Xpress-rDp40 es particulada en las células, dentro del
nucleo. Este trabajo es el primer reporte de la distribucion de la Dp40

Las células PC12 producen tres isoformas de Dp71; la que carece del exon 71
y cuenta con el exdn 78 (Dp71d) denominada rDp71a, la que por procesamiento
alternativo pierde el exon 78 rDp7l1ab (Dp71f), existe una tercer isoforma de Dp71 que
se ha denominado rDp71c isoforma que, presenta el exdbn 78 pero carece de los
exones 71 al 74.

rDp40 y rDp71c carecen de los exénes 71 al 74, no se asocian con sintrofina y
por lo tanto no forman parte del complejo que incrementa la sefial de localizacion
nuclear, sin embargo, Dp40 se localiza en nudcleo. Este resultado permitird estudiar a
futuro los factores que participan en la localizacion nuclear de esta isoforma si como

su funcion en el ndcleo.



CONCLUSIONES

o Las células PC12 expresan a la distrofina rDp40. Esta proteina
se expresa en células no diferenciadas y a 4, 9 y 12 dias de diferenciacion
inducida por NGF.

o rDp40 comparte con Dp71 la regiébn amino-terminal, el dominio
rico en cisteinas, la region ZZ y WW, que corresponde al sitio de union a
distroglicanos.

o Dp40 se expresa al mismo tiempo que Dp71 en las células
PC12.

. En las células PC12 la proteina rDp40 se encuentra

principalmente en el nicleo.



ABREVIATURAS

°C: grados centigrados

cDNA: DNA complementario
C-terminal: Region carboxilo terminal
DAPs: Proteinas asociadas a distrofina
DMD: Distrofia muscular de Duchenne
h: hora(s)

Kb: kilobases

KDa: kilodaltons

ul: microlitro

MRNA: RNA mensajero.

NGF: Factor de crecimiento neural.
nm: nandmetros

NNOS: oxido nitrico sintetasa neuronal
N-terminal: Regién amino terminal

pb.: pares de bases

PBS: amortiguador salino de fosfatos
PCR: reaccion en cadena de la polimerasa

PDZ: proteina de densidad postsinaptica95/discos largos/zona occludens 1

PFA: paraformaldehido

PI: punto isoeléctrico

rDp40: Dp40 que se expresa en células PC12 cuyo origen es de rata

rDp71a: Dp71d que se expresa en células PC12 cuyo origen es de rata

rDp71c: Dp71d que carece de los exones 71-74, que se expresa en células PC12, cuyo

origen es de rata.

RPMI: medio Roswel Park Memorial Institute

RT-PCR: reaccién en cadena de la polimerasa acoplado a la transcripcion reversa.

WW: dominio rico en triptofano

ZZ: motivo de dedos de zinc
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