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RESUMEN

La distrofina y el complejo de glicoproteinas asociadas a distrofina (DGC, por sus siglas en
inglés) son proteinas que funcionan como un andamio molecular en donde se unen diversas
moléculas de sefializacion, entre las que se encuentran receptores y canales ibnicos como,
por ejemplo, los canales de calcio dependientes de voltaje (Cav). Los canales Cav estan
conformados por la subunidad formadora del poro Cavait y, al menos, dos subunidades
auxiliares llamadas Cavp y Cava2d. Ademas de las subunidades auxiliares, el estudio del
proteoma en el cerebro completo de raton ha revelado que los canales Cav2 estan embebidos
en un microambiente de alrededor de 200 proteinas, algunas de las cuales pertenecen al
DGC. Este trabajo tuvo como objetivo estudiar las interacciones entre el canal Cav2.1 y el
DGC en el cerebro de raton, asi como analizar las repercusiones funcionales de estas
interacciones. Mediante experimentos de inmunoprecipitacion, definimos la composicién de un
complejo proteico formado por Dp140 y a1l-sintrofina con Cav2.1, Cavaz20-1 y CavBse. Por
medio del ensayo de ligamiento por proximidad (PLA), encontramos que Cav2.1 y Cava26-1
interactuan con la distrofina en el hipocampo y el cerebelo. Ademas, demostramos que la
asociacion del canal con Dp140 y a1-sintrofina cambia la estabilidad de la proteina Cav2.1,
aumentando significativamente su vida media de ~24.3 + 5.2 a ~ 62.4 £ 10.9 horas (P < 0.02).
Los ensayos de electrofisiologia mostraron que la co-expresion de Dp140 y a1-sintrofina con
el complejo del canal Cav2.1/Cava20-1/Cavf4e provocd un aumento sustancial en la actividad
del canal. Con los resultados obtenidos en este trabajo hemos identificado a Dp140 y a1-
sintrofina como comparferos nuevos de interaccion del canal neuronal Cav2.1 y, por primera
vez, proporcionamos evidencia experimental de que esta interaccion regula positivamente la

funcién de Cav2.1.



ABSTRACT

Dystrophin and the dystrophin-associated glycoprotein complex (DGC) are molecular scaffolds
for binding various signaling molecules, including receptors and ion channels like voltage-
gated Ca?* (Cav) channels. Cav channels comprise the pore-forming subunit Cavas and at
least two auxiliary subunits called Cav3 and Cavaz0. Besides the auxiliary subunits, proteome
study in the whole mouse brain has revealed that Cav2 channels are embedded in a
microenvironment of about 200 proteins, some of which belong to the DGC. This work aimed
to study the interactions between the Cav2.1 channel and the DGC in the mouse brain and
analyze the functional implications of these interactions. Using immunoprecipitation
experiments, we defined the composition of a protein complex formed by Dp140 and a1-
syntrophin with Cav2.1, Cava2d-1, and Cavf4e. Using proximity ligation assay (PLA), we
determined that Cav2.1 and Cavaz20-1 interact with dystrophin in the hippocampus and the
cerebellum. We showed that the association of the channel with Dp140 and a1-syntrophin
changes the stability of Cav2.1 protein, significantly increasing the half-life of Cav2.1 from
~243 + 52 to ~624 £ 10.9 hours (P < 0.02). Electrophysiology assays showed that
coexpression of Dp140 and a1-syntrophin with the Cav2.1/Cava206-1/Cavpse channel complex
caused a substantial increase in channel activity. With the results obtained in this work, we
have identified Dp140 and a1-syntrophin as novel interaction partners of the neuronal Cav2.1
channel and provided experimental evidence for the first time that this interaction positively

regulates Cav2.1 function.



1. INTRODUCCION

1.1. Distrofia muscular de Duchenne

La distrofia muscular de Duchenne (DMD) es una enfermedad hereditaria recesiva
ligada al cromosoma X que se caracteriza por la degeneracion progresiva de los musculos,
alteraciones cardiacas y cognitivas. Generalmente, los pacientes con DMD son
diagnosticados entre los 2 y 7 afos, ya que durante este periodo presentan retraso en el
desarrollo con dificultad para sentarse, caminar y hablar. Casi todos los pacientes pierden la
capacidad de caminar antes de la adolescencia, lo que los lleva al uso de sillas de ruedas. Por
lo general, estos pacientes fallecen por complicaciones cardiacas o respiratorias durante la
tercera década de vida (Birnkrant et al., 2018). La DMD es causada por mutaciones en el gen
DMD que codifica a la proteina distrofina. El espectro de mutaciones del gen DMD incluye
80% de eliminaciones y duplicaciones grandes (de uno a varios exones); el 20% corresponde
a mutaciones pequefias (menores a un exon), las cuales incluyen mutaciones puntuales,
eliminaciones, inserciones y mutaciones que afectan a los sitios de splicing (Bladen et al.,
2015). Debido a que el gen DMD tiene una tasa de mutacion relativamente alta,
frecuentemente, se identifican nuevas mutaciones en este gen (Tuffery-Giraud et al., 2009;
Vieitez et al., 2017).

La “hipotesis del marco de lectura” (Monaco et al., 1988) sefiala que las mutaciones en
el gen DMD, que eliminan el marco de lectura abierto, conducen a la pérdida de la distrofina y
causan la DMD, con una incidencia de aproximadamente 1 en 3,500 varones recién nacidos
(Emery, 2002; Mah et al., 2014). En cambio, mutaciones que mantienen el marco de lectura
abierto causan una disminucion en la cantidad o alteran el tamafo de la distrofina,
produciendo una variante de la enfermedad, clinicamente menos severa, conocida como
distrofia muscular de Becker (DMB) (Bladen et al., 2015; Koenig et al., 1989); en esta
variacion de la enfermedad, la proteina mutada puede compensar parcialmente la funcion de
la distrofina. Varios estudios han reportado alrededor del 9% de excepciones a la hipotesis del

marco de lectura; es decir, pacientes con DMB que tienen eliminaciones o duplicaciones con



pérdida del marco de lectura abierto y pacientes con DMD que presentan mutaciones que

conservan el marco de lectura (Aartsma-Rus et al., 2006).

1.2. Distrofina

1.2.1. Expresion de distrofina

La distrofina es una proteina del citoesqueleto, asociada a la membrana plasmatica; es
miembro de la familia de espectrinas que incluye a- y B-espectrina, a-actinina, distrofina y
utrofina (Nicolas et al., 2014). Las proteinas a- y B-espectrina pueden formar dimeros o
tetrameros, a-actinina forma dimeros, mientras que distrofina y utrofina permanecen como
monomeros (Broderick and Winder, 2005). La distrofina es codificada por el gen DMD, el cual
es uno de los genes mas grandes del genoma humano; se ubica en el brazo corto del
cromosoma X, abarca 2.22 Mb y codifica un transcrito de 14 kb que dirige la expresion de
distrofina (Hoffman et al., 1987). La transcripcion del gen DMD es controlada por siete
promotores independientes, especificos de tejido, que originan tres distrofinas de 427 kDa,
denominadas “distrofinas de longitud completa” y cuatro isoformas de menor tamafo. Las
isoformas de distrofina se denominan con las letras Dp seguidas de su peso molecular. La
expresion de Dp427 es controlada por tres promotores distintos y se denominan Dp427c,
Dp427m y Dp427p. Las isoformas de menor tamafo, cuya expresion es controlada por
promotores internos, son: Dp260, Dp116, Dp140 y Dp71 (tabla 1 y figura 1). Ademas de estas
isoformas, el splicing alternativo hacia el extremo 3’ del mRNA del gen DMD produce
numerosas variantes, tanto de la distrofina de longitud completa como de las isoformas de

menor tamano (Feener et al., 1989; Gazzoli et al., 2016; Tuffery-Giraud et al., 2017).

La caracterizacion del transcriptoma del gen DMD se ha dificultado por su tamafio y
complejidad, ya que ademas de contener 79 exones y siete promotores, el gen DMD tiene
intrones excepcionalmente largos (rango de 107 bp a 360 kb), dos sitios de poliadenilacion y

numerosos transcritos alternativos (Gazzoli et al., 2016).



Tabla 1. La expresion de las diferentes isoformas de distrofina esta controlada por varios

promotores ubicados a lo largo del gen DMD.

Ubicacién Referencias
Isoforma | Promotor Expresion
del promotor (reportes originales)
) Hipotalamo, corteza y (Barnea et al., 1990;
5’ rio arriba del
Dp427c | B (Brain) musculos estriados. Chelly et al., 1990;
promotor M
Tejidos fetales Gorecki et al., 1992)
Musculo esquelético y (Barnea et al., 1990;
Dp427m | M (Muscle) |5'del gen ] .
cardiaco. Tejidos fetales | Chelly et al., 1990)
o 3’ rio abajo del | Neuronas cerebelares (Gorecki et al., 1992;
Dp427p | P (Purkinje) o
promotor M de Purkinje Holder et al., 1996)
. ] Retina, cerebro y tejido
Dp260 R (Retinal) Intron 29 ] (D'Souza et al., 1995)
cardiaco
. ) Cerebro, retina y tejidos _
Dp140 B3 (Brain3) | Intrén 44 (Lidov et al., 1995)
renales
S (Schwann ) Nervios periféricos de
Dp116 Intrén 55 (Byers et al., 1993)
cells) adulto
(Blake et al., 1992;
Cerebro, retina, rifion,
Dp71 G (General) | Intron 62 Hugnot et al., 1992;

higado y pulmén

Lederfein et al., 1992)
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Figura 1. Esquema de las diferentes isoformas de distrofina. En el recuadro se muestran los principales dominios

del extremo carboxilo, presente en todas las isoformas de distrofina. Modificado de (Leyva-Leyva et al., 2018).

1.2.2. Funcién de la distrofina y el complejo de glicoproteinas asociadas a

distrofina

Campbell y Kahl reportaron el aislamiento de distrofina de membranas de musculo
esquelético y encontraron una estrecha asociacion entre distrofina y un complejo de
glicoproteinas (Campbell and Kahl, 1989) al que denominaron complejo de glicoproteinas
asociadas a distrofina (DGC) (Ervasti et al., 1990; Ervasti and Campbell, 1991; Yoshida and
Ozawa, 1990). La distrofina se une, por medio de su extremo carboxilo, a proteinas integrales
de membrana y proteinas citosoélicas que componen el DGC (Ervasti, 2007) (figura 2). EI DGC
incluye a las sintrofinas y a-distrobrevina, que son proteinas citoplasmaticas, y a los
sarcoglicanos, sarcospan y distroglicano, que son proteinas transmembranales. La funcion de
este complejo es comunicar el interior de la célula con la matriz extracelular. A través de o-
distroglicano, el complejo puede unir varias proteinas de la matriz extracelular como perlecan
en musculo esquelético, neurexinas en neuronas (Reissner et al., 2014; Sugita et al., 2001) y
laminina y agrina en la glia; mientras que el dominio intracelular corto de B-distroglicano
interactua con distrofina. La distrofina, a su vez, se une a los filamentos de actina por medio
de su dominio amino-terminal completando asi el enlace entre el citoesqueleto y la matriz

extracelular (figura 2). En el musculo esquelético, el DGC proporciona estabilidad al

6



sarcolema durante las contracciones musculares; en el caso del SNC, el papel que
desempena el DGC parece tener otras funciones dependiendo del tipo celular y es probable

que en el cerebro predomine un papel de sefalizacion.

a-Dystroglycan

B-Dystroglycan

Sarcoglycan Complex

Dystrophin
yRIop a-Syntrophin

Dystrobrevin

Figura 2. Organizacion molecular del DGC. Tomado de (Leyva-Leyva et al., 2018).

1.2.3. La ausencia de distrofina impacta el funcionamiento normal del sistema

nervioso central

1.2.3.1. En el humano

La distrofina desempefia un papel importante en la sefalizacion en el SNC y su
ausencia o su alteracion conducen a diversas patologias neuroldgicas. Existen reportes de
pacientes con DMD y DMB que presentan discapacidad intelectual, trastorno del aprendizaje y
algunos desordenes neuropsiquiatricos que, a diferencia de los sintomas musculares, no son
progresivos. La gravedad de la discapacidad intelectual tampoco se correlaciona con la
severidad de la debilidad muscular. Incluso se han reportado casos de pacientes con
mutaciones en el gen DMD que afectan solamente a Dp427 o a Dp71, que no producen
distrofia muscular, pero si ocasionan discapacidad intelectual (de Brouwer et al., 2014; Srour
et al., 2008).



De acuerdo con un extenso metaanalisis que incluyd datos de 1146 pacientes con DMD
obtenidos de 32 estudios publicados, el coeficiente intelectual (IQ) promedio de pacientes con
DMD se encuentra en un valor de alrededor de 80, lo que corresponde a una desviacion
estandar por debajo del 1Q promedio de 100 de la poblacion general (Cotton et al., 2001;
Cotton et al.,, 2005). Estos autores encontraron que el 34.8% de los pacientes con DMD
tuvieron discapacidad intelectual (IQ menor a 70), con una mayoria en el rango de
discapacidad intelectual leve (79.3%) y moderada (19.3%). Generalmente, se han
determinado anormalidades en la funcion verbal, memoria y funcién ejecutiva (Wicksell et al.,
2004). La mayoria de los estudios concuerdan que el 1Q verbal esta mas afectado que el 1Q
de desempenio en los pacientes con DMD y que presentan dificultad del aprendizaje (Billard et
al., 1998; Hinton et al., 2000). Incluso, en una poblacién de pacientes con DMD que no
presentan discapacidad intelectual global, se han observado deficiencias claras en aspectos
especificos de la funcidn ejecutiva como la memoria de trabajo y la inhibicién (Battini et al.,
2018), los cuales estan orientados a la resolucion de problemas complejos que requieren
planeacion. La prevalencia elevada de discapacidad intelectual (alrededor del 30%) en los
pacientes con DMD contrasta con los valores del 1 al 3% estimados para la poblacion general.
Ademas de la discapacidad intelectual, los pacientes con DMD y DMB presentan una
incidencia mayor de algunos desérdenes neuropsiquiatricos, en comparacion con la poblacion
general. En el caso del trastorno por hiperactividad y déficit de atencién, se ha reportado una
frecuencia del 12-32% (Hendriksen and Vles, 2008; Pane et al., 2012) en comparacién con el

3-7% en la poblacion general.

Diversos estudios han mostrado una elevada prevalencia del trastorno del espectro
autista entre los pacientes de DMD, con valores que alcanzan hasta el 21% (Colombo et al.,
2017; Hinton et al., 2009; Ricotti et al., 2016). Adicionalmente, pacientes con DMD también
presentan una incidencia incrementada de trastorno obsesivo-compulsivo (5-14%) (Banihani
et al., 2015; Hendriksen and Vles, 2008; Lee et al., 2018). Finalmente, la epilepsia también es
una comorbilidad asociada con DMD, con una prevalencia de 6.3% a 7.9% en estos pacientes
(Hendriksen et al., 2018; Pane et al., 2013) en comparacion con la poblacién pediatrica
general (0.5-1%). Ademas, se ha reportado que algunos desordenes como el trastorno de

hiperactividad y déficit de atencién, trastorno obsesivo-compulsivo y ansiedad tienen una



prevalencia con un incremento adicional cuando la epilepsia esta presente en pacientes con
DMD (Hendriksen et al., 2018).

1.2.3.2. En el modelo de ratén mdx

El ratbn mdx es el modelo animal mas comunmente usado para estudios de deficiencia
de distrofina. El raton mdx carece de las distrofinas de longitud completa debido a una
mutacidn puntual espontanea en el exén 23 del gen dmd. El analisis de la secuencia del cDNA
del raton mdx reveld una sustitucion de una citosina por una timina en la posicion nucleotidica
3185, generando un codon de paro prematuro (Sicinski et al., 1989). A diferencia de los
pacientes con DMD, los ratones mdx adultos no desarrollan deterioro en la movilidad general,
lo que se ha atribuido a que se encuentran activos procesos de regeneracion a lo largo de la
vida de estos ratones (Turk et al., 2005). Al no tener alteraciones de la funcién motora que
interfieran con las evaluaciones cognitivas, el ratbn mdx resulta ser un modelo genético
bastante util para estudiar aspectos del SNC. Diversos estudios han reportado evidencias de
que el ratdbn mdx presenta una variedad de deficiencias neurolégicas, como las que se

describen a continuacion.

Los ratones mdx presentan un comportamiento defensivo incrementado en
comparacion con ratones silvestres, lo que se manifiesta por inmovilidad posterior a un
procedimiento de manipulacion (Comim et al., 2019; Vaillend and Chaussenot, 2017). El
tratamiento de los ratones mdx con oligonucleétidos morfolinos antisentido, que ocasionan el
salto del exén 23 y restauran el marco de lectura, rescata la expresion de distrofina. Esta
estrategia experimental permitié reducir parcialmente el comportamiento defensivo inducido
por inmovilizacion en los ratones mdx, lo que sugiere que el incremento en la respuesta
defensiva en este modelo se puede atribuir a la deficiencia de distrofina (Sekiguchi et al.,
2009). Ademas, los ratones mdx mostraron un comportamiento tipo depresivo al ser
evaluados mediante la prueba de nado forzado (Comim et al., 2019) o al utilizar el ensayo de
suspension de cola (Manning et al.,, 2014). En ambos ensayos, los ratones mdx estuvieron
mas tiempo inmdviles y presentaron menor latencia a la inmovilidad que los ratones silvestres,

resultados acordes con un comportamiento tipo depresivo. Vaillend y colaboradores



presentaron evidencias de que los ratones mdx tienen afectada la memoria de reconocimiento
de objetos, asi como la memoria espacial a largo plazo, usando un protocolo de

entrenamiento masivo en el laberinto de agua (Vaillend et al., 2004).

Los ratones mdx también manifiestan un comportamiento tipo ansiedad evaluado en el
laberinto elevado plus, o mediante exploracion de la zona central en un campo abierto o en un
ensayo de eleccion luz-oscuridad (Comim et al., 2019; Manning et al., 2014; Remmelink et al.,
2016). Sin embargo, se ha reportado una gran variabilidad en la expresién de este
comportamiento, atribuida a la dependencia del ambiente del ensayo y a la duracién de la

prueba de ansiedad (Remmelink et al., 2016).

1.3. Interaccion entre distrofina y canales idnicos o receptores

Como hemos visto, la distrofina tiene un papel importante en la funcién normal del
SNC, y se cree que algunas de estas funciones dependen de la interaccion de la distrofina y el
DGC con algunos canales idnicos. La evidencia reportada por multiples estudios apoya la idea
de que la distrofina y los miembros del DGC actuan como andamios moleculares que regulan
la organizacion estructural de ciertos microdominios de membrana especializados en donde
se ubican los canales i6nicos y otras proteinas de sefalizacion (Constantin, 2014; Leyva-
Leyva et al., 2018). Estas interacciones son cruciales para la homeostasis celular y las
alteraciones en la organizacién de estos microdominios membranales tienen consecuencias
sobre el funcionamiento correcto de los canales iénicos. En la tabla 2 se presenta un resumen
de las interacciones que se han descrito entre el DGC y receptores o canales idnicos. Estos
canales regulan diversas funciones celulares y, especificamente, los canales de calcio

dependientes de voltaje participan en la regulacién de procesos fisioldgicos importantes.

Como podemos ver en la tabla 2, la mayor parte de las interacciones entre distrofina y
los canales idnicos han sido descritas en musculo cardiaco y esquelético. Sin embargo, en el
cerebro, especificamente en las neuronas y en la glia, también se han descrito interacciones

entre la distrofina y algunos canales iénicos.
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Tabla 2. Interacciones descritas de los canales ionicos con el DGC. Modificado de (Leyva-
Leyva et al., 2018).

Canal/Receptor Nombre Tejido Referencias
TRPCA1
(lwata et al., 2003; Iwata et al., 2009;
TRPC3
TRP TRPC4 Musculo esquelético Millay et al., 2009; Sabourin et al., 2009;
Vandebrouck et al., 2007)
TRPV2
] . (Gavillet et al., 2006; Gee et al., 1998;
Nav1.4 Musculo esquelético
Nav Hirn et al., 2008; Petitprez et al., 2011;
Nav1.5  Musculo cardiaco
Shy et al., 2014)
(Friedrich et al., 2004; Friedrich et al.,
Musculo esquelético 2008; Johnson et al., 2005; Koenig et al.,
Cav Tipo L Musculo liso 2014; Liu et al., 2020; Quignard et al.,
Musculo cardiaco 2001; Sadeghi et al., 2002; Woolf et al.,
2006)
(Connors and Kofuji, 2002; Connors et
K Ko Retina al., 2004; Dalloz et al., 2003; Guadagno
' o Cerebro and Moukhles, 2004; Noel et al., 2005;
Rurak et al., 2007; Satz et al., 2009)
SLO-1 (Abraham et al., 2010; Carre-Pierrat et
BK Musculo esquelético )
SLO-2 al., 2006; Kim et al., 2009)
_ Hipocampo (Knuesel et al., 1999; Kueh et al., 2008;
GABA Tipo A _ _
Amigdala Kueh et al., 2011; Sekiguchi et al., 2009)
Hipocampo .
NMDA (Daoud et al., 2009; Helleringer et al.,
Neuronas de
AMPA 2018)

Purkinje
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En los astrocitos, los canales de potasio tienen la funcion de promover el
amortiguamiento del potasio en el SNC, por lo que es necesario que se encuentren
localizados en dominios especificos en la membrana plasmatica para que estos canales
funcionen correctamente. Es interesante que en los astrocitos, la Dp71 tiene la funcion de
controlar el direccionamiento y la distribucion subcelular de los canales de potasio de
rectificacion entrante Ki4.1 (Connors et al., 2004). Ademas, en estas células gliales, los
canales Ki4.1 co-localizan con el canal de agua, la acuaporina 4 (AQP4), lo cual sugiere que
el amortiguamiento del potasio mediado por Ki4.1 podria estar acoplado al transporte de agua
a través de AQP4 (Nagelhus et al., 2004). Adicionalmente, AQP4 se asocia con a1-sintrofina,
Dp71 y B-distroglicano en astrocitos perivasculares (Neely et al., 2001). Kir4.1 y AQP4 pueden
unir, cada uno, a una molécula de a1-sintrofina, permitiendo que ambos canales sean parte
del mismo complejo, lo que proporciona evidencia que el DGC funciona como un soporte para

estos canales y determina su localizacién en subdominios membranales.

La ausencia de distrofina conduce a un funcionamiento anormal de ambos canales, lo
que tiene como consecuencia fisioldégica el aumento en la concentracion extracelular de iones
K* y un incremento en la salida de agua de los astrocitos a los capilares, o que provoca que
los astrocitos se hinchen y se comprometa la funcion de la barrera hematoencefalica. Estos

dos eventos generan activacion glial y excitabilidad neuronal (Connors et al., 2004).

En las neuronas, la Dp427 contribuye a la localizacion correcta de los receptores GABA
tipo A (GABAa) en la densidad postsinaptica de las neuronas del hipocampo, células
piramidales corticales y células cerebelares de Purkinje. Dp427 co-localiza con los receptores
GABAAa en las sinapsis inhibitorias y parece jugar un papel critico en el anclaje y agrupamiento
de estos receptores (Knuesel et al., 1999); esta localizacién es necesaria para la transduccién
eficiente de senales sinapticas. La ausencia de Dp427 en las neuronas del ratdbn mdx provoca
la difusion lateral de los receptores hacia regiones extrasinapticas y su desestabilizacion en la
membrana, lo que puede incrementar la excitabilidad neuronal a consecuencia de una
inhibicion sinaptica disfuncional (Hendriksen et al., 2015). También produce la reduccion
significativa del numero y tamafo de las agrupaciones de los receptores GABAa en el

hipocampo (Knuesel et al., 1999) y en la amigdala (Sekiguchi et al., 2009). La reduccion en el
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numero de receptores funcionales localizados en las sinapsis GABAérgicas en las células
cerebelares de Purkinje en el ratbn mdx concuerda con el incremento de los receptores
GABAA extrasinapticos (Kueh et al., 2011). Los niveles de expresién de los receptores GABAA
no se modificaron, apoyando la idea de que se encuentra afectada la localizacion de estos
receptores en las sinapsis en los ratones mdx y no la expresion de la proteina (Kueh et al.,
2008). Esta deslocalizacion de los receptores GABAAa postsinapticos en los ratones mdx se ha
asociado con el comportamiento tipo ansiedad observado en este modelo (Vaillend and
Chaussenot, 2017).

Resultados similares fueron obtenidos con la eliminacion de distrobrevinas a y B,
componentes del DGC, (Grady et al., 2006), ya que ratones knockout para estas dos
proteinas presentaron disminucién en los agrupamientos del receptor GABAa, tanto en
tamafno como en numero, en las sinapsis inhibitorias en el cerebelo. De esta manera, las
isoformas de distrofina Dp427 y la distrobrevina contribuyen al establecimiento de las sinapsis
GABAérgicas y su funcioén en la neurotransmision, lo cual ayuda a explicar el comportamiento

tipo ansiedad observado en los ratones mdx (Vaillend and Chaussenot, 2017).

Adicionalmente, la Dp71 se detectd en las postsinapsis excitadoras, donde interactua
con los receptores NMDA y AMPA, los cuales son canales cationicos activados por glutamato
que permiten el paso de iones Na* y K*. Estudios de electrofisiologia realizados con ratones
transgénicos carentes de Dp71 mostraron que la transmision excitadora se encuentra
incrementada selectivamente en las sinapsis glutamatérgicas en las neuronas cerebelares de
Purkinje (Helleringer et al., 2018), asi como en las sinapsis glutamatérgicas del area CA1 del
hipocampo (Daoud et al., 2009). Estos resultados sugieren que la expresién de Dp71 en las
neuronas tiene un papel en la regulacion de la organizacion y funcion de las sinapsis
glutamatérgicas (Daoud et al., 2009). En concordancia con estos resultados, mediante
microscopia electronica se demostré que la pérdida de Dp71 altera la organizacion

ultraestructural presinaptica de las sinapsis glutamatérgicas centrales (Miranda et al., 2011).

Como podemos observar, el papel que tienen las diferentes isoformas de distrofina en

el cerebro parece estar relacionado con su capacidad de funcionar como un componente
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central del DGC y estructurar un andamio molecular para regular la organizacion de moléculas
de sefalizacion. La interaccion con los canales y receptores mencionados anteriormente abre
la posibilidad de que alguna de las isoformas de distrofina o un componente del DGC pueda
estar agrupando o regulando otra clase de canales i6nicos, como por ejemplo los canales de
calcio dependientes de voltaje. A continuacién, expondremos las evidencias que podrian

sustentar esta idea.

1.4. Interaccion entre distrofina y los canales Cav

1.4.1. Generalidades sobre los canales Cav

Los canales de calcio dependientes de voltaje (Cav) representan la principal via de
entrada de iones calcio a las células desde el espacio extracelular, en respuesta a una
despolarizacién de la membrana plasmatica. El calcio que entra a través de estos canales
actua como un segundo mensajero de la senalizacidn eléctrica y contribuye a la regulacién de
diversos procesos fisiolégicos como la contraccion muscular, la transcripcion génica, la
plasticidad sinaptica, la division celular, la secrecion de hormonas, la liberacion de
neurotransmisores y la propagacion del potencial de accion cardiaco (Catterall, 2011; Felix,
2005; Lacinova, 2005). Los Cav se clasifican, con base en su potencial de activacion, en dos
familias: a) Los canales HVA (canales de alto umbral de activacién). Para su activacion, estos
canales requieren voltajes de membrana desde -30 mV. Esta familia agrupa a los canales
Cav1 y Cav2. Los miembros de la familia HVA son complejos proteicos conformados por una

subunidad principal a1 (Cava1) regulada por las subunidades auxiliares B (Cavp), a,d (Cava2d)

y, en musculo esquelético, también por la subunidad y (Cavy) (figura 3, imagen superior
izquierda). La subunidad Cava1 es una proteina transmembranal que forma el poro por donde
pasan los iones calcio, en la cual se encuentra el filtro de selectividad y el sensor de voltaje;
también, contiene la mayoria de los sitios de union para todos los agonistas y antagonistas

conocidos que se unen al canal de calcio.
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Family | Current | Former | Molecular Family | Current | Former | Molecular
name classification name classification

HVA L-Type |aiS Cay1.1

aiC ca,1.2 LVA | T-Type |a1G Ca,3.1
aiD Cay1.3
alF Cay1.4 | a1H Cay3.2
PiQ- alA Cay2.1
Type [ !
all Cay3.3

N-Type |ai1B Cay2.2
R-Type | a1E Cay2.3

Figura 3. Organizaciéon molecular y clasificacion de los canales de calcio dependientes de voltaje.

Tomado de (Gonzalez-Ramirez and Felix, 2018).

b) Los canales LVA (canales de bajo umbral de activacion). Son activados a voltajes de
alrededor de -70 mV. La corriente se activa e inactiva rapidamente y la conductancia de canal
unico es pequefa, por lo que también son llamados canales tipo T. En contraste con los
canales de la familia HVA, los canales LVA pueden funcionar solamente con la subunidad

Cava1, en ausencia de subunidades auxiliares (figura 3, imagen superior derecha).

1.4.2. Interacciones de distrofinay el DGC con los Cav en cerebro

Las interacciones entre el DGC y los Cav se han estudiado, principalmente, en musculo
esquelético y cardiaco (tabla 2). Sin embargo, Mller y colaboradores en el 2010 describieron
el proteoma de los canales de calcio Cav2 en el cerebro completo de raton (Muller et al.,
2010). Estos autores utilizaron una estrategia de protedmica cuantitativa en combinacién con
espectrometria de masas de alta resolucion. El analisis mostré6 que los canales Cav2,
compuestos de la subunidad Cava+ y la subunidad auxiliar Cav, estan embebidos en una red
proteica integrada por un grupo de 200 proteinas. Entre las proteinas que encontraron

interactuando con estos canales de calcio habia algunas proteinas que forman parte del DGC
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como la a-distrobrevina y la enzima oxido-nitrico sintetasa NOS1, la cual se une a a-sintrofina
(figura 2). Adicionalmente, en este analisis, los autores encontraron interaccion con una
proteina de la matriz extracelular llamada a-neurexina, la cual se une directamente a a-

distroglicano (Sugita et al., 2001), proteina que también forma parte del DGC.

Los Cav tienen una importancia critica para la funcion normal del cerebro, por lo que su
expresion inapropiada, su disfuncién o desregulacion, originan una amplia variedad de
desordenes neuroldgicos entre los que se incluyen la epilepsia mioclonica juvenil, desorden
bipolar, esquizofrenia, migrafa hemipléjica familiar, ataxia episddica, dolor neuropatico,
desorden del espectro autista, depresion y otros (Nanou and Catterall, 2018; Simms and
Zamponi, 2014). Por lo tanto, el estudio de las interacciones que pueden formar los canales
de calcio con la distrofina y los miembros del DGC en cerebro es de gran relevancia debido a
que, en este tejido, el DGC participa en ensamblajes macromoleculares que anclan receptores

y canales a sitios especificos de la membrana plasmatica.

1.4.3 Papel de distrofina en la funcién de los canales idnicos

Uno de los papeles de la distrofina y el DGC es agrupar a diferentes proteinas de
senalizacién para que lleven a cabo su funcién. Como hemos mencionado anteriormente, la
distrofina y el DGC interactuan con algunos canales idnicos, y esta interaccién regula la
actividad de los canales. Siguiendo esta idea, la ausencia de distrofina puede afectar el
funcionamiento normal de los canales ionicos y se han propuesto dos mecanismos diferentes
(Leyva-Leyva et al., 2018). ElI primer mecanismo podria modificar directamente el
funcionamiento de los canales, como se ha reportado para el caso de los canales TRPC
(Millay et al., 2009; Sabourin et al., 2009) y los canales Nav1.4 (Hirn et al., 2008). El segundo
mecanismo afecta la localizacion y el trafico celular de los canales, como se demostrd para los
canales de sodio Nav1.5 (Petitprez et al., 2011) y los canales de potasio Ki4.1 (Rurak et al.,
2007). Es interesante plantear la hipotesis de que la distrofina y el DGC podrian también

interactuar con los canales Cav en el cerebro y de esta manera regular su actividad.
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Dystrophin
synthesis

l A. Loss of DGC formation
B. Loss of membrane stahility
C. Loss of DGCfion channel interaction
D. len channel malfunction:
TRPC, Na,1.4 and cardiac L-type Ca®*
channels
E. Incorrect channel trafficking/location:
Nay1.5, Kird.1, AQP4 and Slo-1 channels

1. DGC formation

2. Membrane stabilization

3. DGC/lon channelinteraction
4. Correct ion channel function

Figura 4. La ausencia de distrofina altera la funcion de los canales i6nicos.
La distrofina agrupa a ciertos canales idnicos en la membrana plasmatica y su ausencia altera la funcién de estos

canales. Tomado de (Leyva-Leyva et al., 2018).

Hasta el momento, la funcion de la distrofina y el DGC ha sido estudiada
detalladamente en el musculo esquelético (Blake et al., 2002; Davies and Nowak, 2006;
McNally and Pytel, 2007); sin embargo, la funcion que realizan en el SNC no ha sido
investigada con suficiente atencién (Sekiguchi, 2005), por lo que nos hemos planteado el
objetivo de estudiar las probables interacciones de los Cav2 con distrofina y el DGC en el

cerebro.
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2. JUSTIFICACION

Las funciones neuronales dependen de la expresion y la correcta localizacion de los
canales de calcio, por lo que es importante determinar si la distrofina y los miembros del DGC
pueden establecer interacciones con los Cav2 y regular su actividad. Este trabajo contribuira a
conocer la base molecular de la participacion de estos complejos multiproteicos en la

homeostasis del calcio en el SNC.
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3. HIPOTESIS

La distrofina y el DGC interaccionan con los Cav2 en el cerebro y, de esta forma,

pueden regular su actividad o su estabilidad en la membrana plasmatica.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general

Caracterizar las interacciones entre el DGC y los Cav2.1 en el cerebro de ratén y
evaluar si estas interacciones regulan la actividad o la estabilidad en la membrana plasmatica
de los Cav2.1.

4.2 Objetivos especificos

4.2.1. Identificar las interacciones del DGC con los Cav2.1 mediante ensayos de co-
inmunoprecipitacion.

4.2.2. Localizar en cerebro la interaccion del DGC con los Cav2.1 mediante
inmunohistoquimica y el ensayo de ligamiento por proximidad (PLA), utilizando anticuerpos
gue reconozcan a las proteinas de interés.

4.2.3. Amplificar el cDNA completo de la Dp140 y de a1-sintrofina de ratén y clonarlos
en el vector pcDNA3.1-CT-GFP.

4.2.4. Amplificar el cDNA completo de CavfB4e de ratdn y clonarlo en el vector pCMV-
Tag2B.

4.2.5. Transfectar células HEK-293 con el complejo del canal Cav2.1/Cava26-1/Cavpae
en presencia o ausencia de la Dp140 y a1-sintrofina.

4.2.6. Evaluar los cambios en la vida media del Cav2.1 mediante ensayos con
cicloheximida en presencia o ausencia de la Dp140 y a1-sintrofina.

4.2.7. Medir la actividad de los Cav2.1 mediante registros electrofisiolégicos utilizando

la técnica de patch-clamp en presencia o ausencia de la Dp140 y a1-sintrofina.
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5. METODOLOGIA

5.1. Manejo de animales

Los ratones macho de la cepa singénica C57BL/6J de 8 a 10 semanas de edad se
mantuvieron en un ambiente de ciclos controlados de 12 horas de luz y 12 horas de
oscuridad, asi como acceso libre a agua y alimentos. Todos los procedimientos
experimentales se realizaron de acuerdo con los lineamientos éticos estipulados dentro de la
Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999 “Especificaciones técnicas para la produccion,
cuidado y uso de los animales de laboratorio” y fueron aprobados por el Comité Interno para el
Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio del Hospital General "Dr. Manuel Gea

Gonzalez” (Ciudad de México, México).
5.2. Ensayos de inmunoprecipitacion

Se extrajeron proteinas totales de cerebro completo, hipocampo y cerebelo de raton.
Cada tejido se homogenizé con buffer de inmunoprecipitacion (IP) [Tris-HCI 50 mM pH 8.0,
NaCl 150 mM, EDTA 10 mM, Triton X-100 1%, PMSF 0.5 mM, NaF 10 mM, NasVOs 1 mM y
mezcla de inhibidores de proteasas libre de EDTA Complete 2X (Roche Applied Science)] a
4°C. Las proteinas se cuantificaron utilizando el método del acido bicinconinico (Smith et al.,
1985). Alicuotas de 1-2 mg de proteinas totales se mezclaron con 30 ul de Proteina G
Agarosa recombinante (rPGA, Invitrogen) previamente equilibrada con buffer IP conteniendo
BSA (albumina sérica bovina) al 1%, como agente bloqueador, y se incubaron a 4°C con
agitacion constante durante 2 horas en un volumen final de 500 ul con el fin de preclarificar los
lisados proteicos. La rPGA fue eliminada por centrifugacion a 12,470 x g durante 5 min y se
recuperaron los sobrenadantes. Los extractos proteicos preclarificados se incubaron toda la
noche a 4°C en agitacién constante con 20 uyl de rPGA nueva (previamente equilibrada y
bloqueada) y con cada uno de los siguientes anticuerpos especificos (ver Tabla 3): 5 ul de
anti-distrofina H4, 2.5 pl anti-a1-sintrofina C4, 2.5 ug de anti-Cava20-1 o anti-GST (IgGo
irrelevante) como un control negativo. Posteriormente, los complejos inmunes fueron

recuperados por centrifugaciéon a 12,470 x g durante 5 min y lavados 3 veces con 1 ml de
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buffer de lavado [Tris-HCI 50 mM pH 8.0, NaCl 500 mM, EDTA 1 mM, Triton X-100 1%, SDS
0.1%, PMSF 0.5 mM] y dos veces con 500 pl de PBS a 4°C con agitacion constante durante
10 min. Después de centrifugacion a 12,470 x g durante 5 min, las pastillas fueron
suspendidas con buffer de muestra Laemmli (Laemmli, 1970) 2X (Tris-HCI 125 mM pH 6.8,
SDS 4%, glicerol 20%, 2-mercaptoetanol 10%, azul de bromofenol 0.004%) y calentadas en
un bafio con agua a ebullicion durante 5 min. Después de electroforesis en geles de
poliacrilamida (PAGE) desnaturalizantes Mini-Protean TGX Precast al 10%, las proteinas co-

inmunoprecipitadas fueron analizadas por ensayos de Western blot.

5.3. Western blot

Alicuotas de 50-100 pg de extractos de proteinas totales y proteinas co-
inmunoprecipitadas se diluyeron con buffer de muestra Laemmli 2X, calentadas en agua a
ebullicion durante 5 min y separadas por SDS-PAGE. Después de electroforesis, las proteinas
fueron transferidas a membranas PVDF (Amersham Pharmacia GE Healthcare), las cuales
fueron bloqueadas con caseina grado Hammerstein (MP Biomedicals) al 1% en TBS-T (Tris-
HCI 10 mM pH 7.6, NaCl 15 mM, Tween 20 0.05%) durante 1 h a temperatura ambiente. Las
membranas fueron incubadas a 4°C toda la noche en agitacion constante con los siguientes
anticuerpos primarios (ver Tabla 3) diluidos en TBS-T: anti-Cav2.1, anti-Cava20-1, anti-
distrofina H4, anti-Cav1, anti-Cav2, anti-Cavs o anti-Cavp4. Después de 3 lavados con TBS-
T, las membranas fueron incubadas con los anticuerpos secundarios correspondientes
dependiendo del origen del anticuerpo primario usado: anti-raton de cabra conjugado a HRP
(Horseradish peroxidase) (Zymed) o anti-conejo de cabra conjugado a HRP (Jackson
ImmunoResearch) diluidos en TBS-T conteniendo 5% de leche sin grasa. La incubacion se
realizd a temperatura ambiente durante 1 h en agitacion constante. La deteccion
quimioluminiscente se realizé con el Sistema Immun-Star HRP (Bio-Rad) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. Se expusieron placas de rayos X a la membrana durante

diferentes tiempos.
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5.4. Inmunohistoquimica

Los ratones fueron anestesiados con una combinacion de ketamina (100 mg/kg) y
xilacina (10 mg/kg) por via intramuscular. Una vez anestesiados, se sometieron a perfusion
cardiaca a través del ventriculo izquierdo utilizando PBS frio a pH 7.4, seguido por una
solucion de paraformaldehido (PFA) al 4% en PBS. Los cerebros completos se retiraron
cuidadosamente de los craneos y se fijaron por inmersion en PFA al 4% en PBS durante 24 h
a 4°C. Posteriormente, los cerebros se sumergieron en soluciones de sacarosa al 10%, 20% y
30% (en PBS) durante 24 h en cada una. Después, los cerebros fueron embebidos en Tissue-
Tek O.C.T., se congelaron y se realizaron cortes coronales de 20 ym en un criostato. Los
cortes se mantuvieron en PFA al 4% en PBS hasta su uso. Los cortes se sometieron a
recuperaciéon de antigeno (SDS al 1% en PBS durante 5 min a temperatura ambiente),
permeabilizacion (Triton X-100 al 0.2% en PBS durante 10 min) y después incubacion con
solucion de bloqueo [BSA (Jackson ImmunoResearch) 1%, gelatina 0.1%, suero fetal bovino
(SFB) 2%, Tritdbn X-100 0.1% en PBS] a 37°C durante 30 min en una camara humeda
previamente calentada. Los cortes se incubaron toda la noche a 4°C, en una camara humeda,
con diluciones 1:50 de los anticuerpos primarios (ver Tabla 3) en las combinaciones
siguientes: anti-distrofina MANDRA1 con anti-Cav2.1 y anti-distrofina H4 con anti-Cava25-1
(Sigma-Aldrich, Inc.).

5.5. Ensayo de ligamiento por proximidad

Las interacciones de distrofina con Cav2.1 y Cavaz20-1 en cerebro y en cerebelo se
detectaron mediante el ensayo de ligamiento por proximidad (PLA) (Alam, 2018) usando el
Duolink in situ red starter kit (Sigma-Aldrich, Inc.) para la combinacion de anticuerpos de
ratén/conejo, de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Para visualizar las estructuras
neuronales, los cortes se incubaron con el marcador neuronal conjugado con Alexa Fluor 488
(ver Tabla 3) durante 2 h a temperatura ambiente. La sefial de fluorescencia en rojo (624 nm)
se detecté usando el mismo filtro que corresponde a Texas Red. Las imagenes se adquirieron
con un microscopio confocal Zeiss LSM 710 Duo usando el objetivo de inmersiéon 63X. El

analisis de las imagenes se realizo utilizando el programa Zen 2012.
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Tabla 3. Anticuerpos primarios utilizados en este trabajo.

] Clonalidad / Posicion del antigeno )
Anticuerpo ) Referencia / Fuente
Isotipo (Inmundgeno)
H4 Policlonal / _
_ _ _ C-terminal aa 3663-3678 (Daoud et al., 2009)
(pan-distrofinas) conejo IgG

MANDRA1 monoclonal /
_ _ ) C-terminal aa 3558-3684 ab7164, Abcam
(pan-distrofinas) raton IgG1
C4 policlonal /
_ . _ aa 141-206 (Daoud et al., 2009)
(a1-sintrofina) conejo IgG
policlonal / ACC-015, Alomone
Cavo20-1 ) N-terminal aa 27-41 ]
conejo IgG Laboratories
monoclonal / _ _ _ ]
Cavaz20-1 conejo subunidad a2 D219, Sigma-Aldrich, Inc.
raton IgG2a
monoclonal / _ _ sc-374171, Santa Cruz
GST GST de S. japonicum )
raton IgG1k Biotechnology, Inc.
policlonal / ACC-001, Alomone
Cav2.1 _ aa 865-881 rata Cav2.1 _
conejo IgG Laboratories
Cavp monoclonal / recombinante humano sc-134377, Santa Cruz
avp1
raton 1IgG2a Cavf31 Biotechnology, Inc.
Cavp monoclonal / recombinante humano sc-81890, Santa Cruz
avp2
raton IgG1k Cavp2 Biotechnology, Inc.
monoclonal / . sc-130560, Santa Cruz
CavBs recombinante rata Cavfps )
raton IgG1 Biotechnology, Inc.
Cavp monoclonal / C-terminal aa 425-463 sc-376432, Santa Cruz
avps4
ratén IgG2a humano Biotechnology, Inc.
Marcador monoclonal / conjugado con Alexa Fluor MAB2300X, Millipore
neuronal ratén IgG1 488 Corporation
monoclonal / Dr. J. M. Hernandez,
Actina region central conservada
raton CINVESTAV
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5.6. Amplificacion del cDNA de Dp140, a1-sintrofina y Cavfse

El RNA total se aisl6 de cerebro completo de raton utilizando el reactivo TRIzol™
(Invitrogen) (Chomczynski, 1993). Para sintetizar el cDNA, se realizé la transcripcidn reversa
con 1 ug de RNA total utilizando el sistema de transcripcion ImProm-lI™ (Promega
Corporation). Posteriormente, se realizé la amplificacion de la region codificante de Dp140,
a1-sintrofina y Cavps4e por PCR utilizando oligonucleétidos especificos para cada secuencia.
a) Dp140. Debido a que no se ha reportado en el NCBI la secuencia de la Dp140 de ratén,
realizamos el alineamiento de la secuencia de Dp140 de humano (NM_004013) con la
secuencia de distrofina de longitud completa de raton (NM_007868) para ubicar la regién que
corresponde a la isoforma Dp140. Una vez ubicado el codon de inicio, se disefiaron los
iniciadores que flanquean toda la regidn que corresponde a Dp140. Iniciador sentido (F): 5°-
ATGCCATCTTCCTTGATG-3" e iniciador anti-sentido (R): 5-CCATTGTGTCCTCTCTCAT-3".
Las condiciones de PCR fueron: desnaturalizacion inicial (94°C / 5§ min); 40 ciclos
(desnaturalizacién a 94°C / 30 s, alineamiento a 52°C / 10 s y extension a 68°C / 4 min) y
extension final (68°C / 10 min). b) a1l-sintrofina (NM_009228). Iniciador sentido (F): 5°-
ATGGCGTCAGGCAGGCGC-3° e iniciador anti-sentido (R): 5'-
CGGCCAAGAGCCCCAAGCG-3'. Las condiciones de PCR fueron: desnaturalizacion inicial
(94°C / 5 min); 30 ciclos (desnaturalizacién a 94°C / 20 s, alineamiento a 55°C / 20 s y
extension a 68°C / 2 min) y extension final (68°C / 10 min). c) CavB4e (NM_001285428).
Iniciador sentido (F): 5-GGATCCATGGTATCAGGAACATTCCG-3" e iniciador anti-sentido (R):
5-GTCGACTCAAAGCCTATGTCGGGAGT-3. Las condiciones de PCR fueron:
desnaturalizacion inicial (94°C / 5 min); 30 ciclos (desnaturalizacion a 94°C / 30 s,

alineamiento a 58°C / 10 s y extension a 68°C / 1 min) y extension final (68°C / 10 min).

5.7. Clonacién de Dp140, a1-sintrofina y Cavf4e en vectores de expresion

Los productos de PCR se sometieron a electroforesis en gel de agarosa al 1%, se
visualizaron las bandas amplificadas por tincion con bromuro de etidio y se purificaron usando
el QIAquick gel extraction kit (Qiagen). Posteriormente, Dp140 y a1-sintrofina se clonaron en

el vector pcDNA3.1/CT-GFP-TOPO® (Invitrogen) para expresar estas proteinas con la
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proteina verde fluorescente (GFP) fusionada al extremo carboxilo, siguiendo las
especificaciones del fabricante. La CavBse se clond en los sitios BamHI y Sall del vector
pCMV-Tag2B (Agilent Technologies, Inc.) con el fin de expresar a esta proteina fusionada con
el epitopo FLAG en el extremo amino. Las clonas se caracterizaron por medio de analisis de
restriccion y fueron secuenciadas en un secuenciador automatizado ABI PRISM 310 (Perkin-

Elmer/Applied Biosystems) para la verificacion definitiva de identidad.

5.8. Cultivo celular y transfeccion

Las células HEK (Human embryonic kidney)-293 (ATCC, CRL-11268) se mantuvieron
en medio DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium, GIBCO) con alta glucosa
suplementado con 10% de SFB, L-glutamina al 1%, piruvato de sodio 110 mg/l y antibidticos,
a 37°C bajo una atmoésfera humidificada conteniendo 5% de CO2 / 95% de aire. Las células
HEK-293 se cultivaron en cajas Petri de 35 mm a una densidad de 60-70% de confluencia.
Para la condicion control, las células HEK-293 se transfectaron transitoriamente con 1 ug de
cada uno de los siguientes plasmidos que contienen el cDNA de Cav2.1aia2 de humano
(AF004883) (Hans et al., 1999a; Hans et al., 1999b), Cava20-1 (M86621) (Kim et al., 1992) y
Cavf4e (esta tesis) y se mezclaron con 12 pl de TurboFect Transfection Reagent (Thermo
Fisher Scientific Inc.) en 200 yl de DMEM libre de suero. Para la condicion problema, ademas
de la combinacién de plasmidos usados anteriormente, se agregaron los vectores pcDNA3.1-
Dp140-GFP (esta tesis) y pcDNA3.1-a1-sintrofina-GFP (esta tesis). Para las mediciones
electrofisiolégicas, ambas condiciones (control y problema) se co-transfectaron con 0.6 pug de
un plasmido de cDNA que codifica a GFP (Green-Lantern; Invitrogen) a fin de identificar y

seleccionar a las células HEK-293 transfectadas.

5.9. Determinacién de la vida media de la proteina Cav2.1

La vida media del Cav2.1 se determiné mediante el ensayo de inhibicion de la sintesis
de proteinas utilizando cicloheximida (CHX) (Kao et al., 2015). Brevemente, las células HEK-
293 se transfectaron con la combinacion de los plasmidos Cav2.1q1a-2/Cava20-1/Cavf4e €n

ausencia y presencia de Dp140 y a1-sintrofina. Después de 24 horas de la transfeccion, las
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células se trataron con CHX (Sigma-Aldrich, Inc.) a una concentraciéon de 50 ug/ml en medio
DMEM. Se cosecharon las células a las 0, 8, 24, 32 y 48 horas después del tratamiento y se
lisaron para obtener extractos de proteinas totales; se cuantificaron los extractos y se
analizaron por Western blot usando anticuerpos anti-Cav2.1 y anti-actina como control de
carga. Después de la deteccién quimioluminiscente, se cuantificé la intensidad relativa de
cada una de las bandas correspondientes a las proteinas Cav2.1 y actina con el programa
GelAnalyzer 19.1. Los promedios de las densidades de Cav2.1, de tres ensayos
independientes, se normalizaron contra los promedios de las densidades de actina en cada
tiempo. Posteriormente, los datos se normalizaron contra el tiempo 0 y se obtuvo el logaritmo
natural (In) de los datos, se graficaron y la curva se ajusté a una funcion exponencial de
primer orden utilizando la regresion lineal por el método de minimos cuadrados. Esta
maniobra fue usada para determinar la constante de la tasa de decaimiento (k, la pendiente),
la cual se uso6 para calcular el valor de la vida media de la proteina Cav2.1 con la siguiente
férmula:
B In(2)
1/2 — k

En donde, T2 es la vida media y k es la constante de la tasa de decaimiento (Belle et
al., 2006). Los experimentos se realizaron por triplicado y los datos agrupados se sometieron

a analisis estadistico.

5.10. Electrofisiologia

Después de 48 h de la transfeccion, se registraron las corrientes de Ba?* a través de los
canales Cav2.1 recombinantes. El registro electrofisioldgico se realizdé usando la técnica de
patch-clamp en la configuracion de célula completa (Sandoval et al., 2004) a temperatura
ambiente (22-24°C). La solucion extracelular contenia: BaClz 5 mM, TEA-CI 125 mM, HEPES
10 mM y glucosa 15 mM (pH 7.3). La solucién intracelular contenia: CsCl 110 mM, MgCl2 5
mM, EGTA 10 mM, HEPES 10 mM, Na-ATP 4 mM, Na-GTP 0.1 mM (pH 7.3). Las células
transfectadas se identificaron al observar la fluorescencia de la GFP en un microscopio

invertido Nikon TE300. Los registros se realizaron utilizando un amplificador Axopatch 200B
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(Axon Instruments; Molecular Devices, LLC.). Las corrientes se digitalizaron a una frecuencia
de muestreo de 5.71 kHz y se filtraron a 2 kHz (filtro Bessel de cuatro polos). La adquisicion y
el analisis de los datos se realiz6 empleando una interfase Digidata 1320A (Molecular
Devices, LLC.) con el programa pClamp10 (Molecular Devices, LLC.) y SigmaPlot version
11.0 (Systat Software, Inc.) como se ha reportado con anterioridad (Sandoval et al., 2007a;
Sandoval et al., 2007b). Los componentes de fuga lineal y la capacitancia residual se restaron
en linea usando un protocolo P/4. La capacitancia de membrana (Cn) se determiné como se

ha descrito previamente (Avila et al., 2004) y se usé para normalizar las corrientes.
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6. RESULTADOS

6.1. Distrofina y a1-sintrofina interactiian con el canal Cav2.1 en el cerebro

Como hemos visto, la distrofina interactua con una gran variedad de canales i6nicos y
receptores (tabla 2). Con el fin de identificar las probables interacciones de distrofina con los
canales Cav2.1, se realizaron ensayos de inmunoprecipitacion a partir de extractos proteicos
totales de cerebro. El primer acercamiento fue usar un anticuerpo que reconoce a todas las
isoformas de distrofina (H4) e inmunoprecipitarlas del extracto de cerebro de ratén.
Posteriormente, mediante Western blot se detectaron a las proteinas que co-
inmunoprecipitaban con la distrofina. Como se observa en la figura 5A, se logré detectar una
banda de ~190 kDa tanto en el control de carga (carril IN) como en la inmunoprecipitacion
(carril IP) que corresponde al peso reportado para el canal Cav2.1 (Aikawa et al., 2017;
Westenbroek et al., 1995).

Ademas, realizamos ensayos de inmunoprecipitaciéon con un anticuerpo dirigido contra
a1-sintrofina, que forma parte del DGC. El analisis de Western blot nos mostré que el canal
Cav2.1 también co-inmunoprecipité con a1l-sintrofina (figura 5B, carril IP). Estos ensayos de
co-inmunoprecipitacion fueron especificos, ya que no se detectaron estas proteinas con un
anticuerpo no relacionado que se usé como control negativo de interaccion (carril 1IgGo, en
ambos incisos). Estos resultados sugieren que distrofina y a1-sintrofina interaccionan con el

canal Cav2.1 en el cerebro del raton.
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I[P Distrofina IP  a1-Sintrofina
WB Cay2.1 WB Ca,2.1
kDa IN IP 1gGy kDa IN P 1gGq

250 - 250 -

150 - <« 150 -

100 - 100 -

75 - 75 -

Figura 5. Interaccion de los canales Cav2.1 con distrofina y ail-sintrofina. A) Analisis de Western blot con
anticuerpo especifico anti-Cav2.1 después de inmunoprecipitacion con anticuerpo anti-distrofina. B) Analisis de
Western blot con anticuerpo especifico anti-Cav2.1 después de inmunoprecipitacion con anticuerpo anti-a1-
sintrofina. Las flechas muestran una banda de ~190 kDa que corresponde al canal Cav2.1 que co-
inmunoprecipita con distrofina y a1-sintrofina. IP, anticuerpo usado para la inmunoprecipitacion; WB, anticuerpo
usado para el Western blot. Carriles: IN, control de carga; IP, co-inmunoprecipitacion; 1gGo, control negativo. Los

ejemplos mostrados son representativos de tres experimentos independientes.

6.2. Dp140 interactua con la subunidad auxiliar Cava25-1 en el cerebro

Los canales Cav2.1 estdn asociados a las subunidades auxiliares Cava2d y Cavfd
(Catterall, 2011), por lo que decidimos investigar si estas subunidades eran parte de las
interacciones que observamos entre distrofina y el canal Cav2.1 en el cerebro. Realizamos
ensayos de inmunoprecipitacion utilizando como anticuerpo inmunoprecipitante al H4 y se
realizd el analisis de Western blot con un anticuerpo dirigido contra la subunidad auxiliar
Cava20-1, la cual es comun a los siete canales Cav que integran a la familia HVA. Como
podemos observar en la figura 6A, se detecté una banda de aproximadamente 140 kDa que
corresponde al peso esperado de la subunidad Cava26-1, tanto en el control de carga (carril
IN), como en la co-inmunoprecipitacion (carril IP), lo que sugiere la interaccion entre distrofina
y la subunidad Cava20-1. Esta interaccion es especifica porque en el control negativo (carril

IgGo) no se detecto a la subunidad Cava20-1.
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El siguiente paso fue conocer la isoforma de la distrofina que estaba interactuando con
el complejo del canal Cav2.1. Como se sabe, en el cerebro de ratén adulto se expresan varias
isoformas de distrofina, principalmente Dp427, Dp140 y Dp71, siendo Dp71 la isoforma mas
abundante en este tejido. Para identificar cual de estas isoformas de distrofina estaba
interaccionando con la subunidad auxiliar Cava20-1, realizamos un ensayo de co-
inmunoprecipitacion cruzada, en el cual utilizamos, como anticuerpo inmunoprecipitante, el
anticuerpo dirigido contra Cava26-1. El analisis de Western blot se realizé con el anticuerpo H4
que reconoce a estas tres isoformas de distrofina que se expresan en cerebro y algunas
variantes pequefias de la Dp71 (con un peso menor que Dp71, figura 6B, carril IN). Estas
isoformas de distrofina se observan en el primer carril de la figura 6B, que corresponde al
control de carga (IN). En el segundo carril (IP), podemos observar que solamente la isoforma
de distrofina Dp140 co-inmunoprecipité con Cavaz20-1 en los lisados de cerebro de raton, a
pesar de que Dp71 es la isoforma mas abundante en el cerebro, como se puede observar en
la figura 6B (IN). Como control negativo del ensayo de inmunoprecipitacion se utilizé un

anticuerpo no relacionado (carril IgGo).

A IP  Distrofina B P Caya,3-1
WB Ca,0,3-1 WB Distrofina
kDa _IN 1P 19Gg IN 1P 1gGg
Dp427 -
250 -
190 i Cpa0- <

100 -

i) -'
Dp71 -
- - -

Figura 6. Interaccion de Cavaz0-1 con distrofina. A) Andlisis de Western blot, posterior a la inmunoprecipitacion
con un anticuerpo anti-distrofina, muestra la deteccién de una banda de 140 kDa que corresponde a la subunidad
Cavaz0-1 (carril IP). B) Andlisis de Western blot, posterior a la inmunoprecipitacién con un anticuerpo especifico
anti-Cavo206-1. En el carril IN se observan a todas las isoformas de distrofina expresadas en el cerebro (Dp427,

Dp140, Dp71 y variantes pequefias de Dp71) detectadas con el anticuerpo H4. En el carril IP se observa que
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solamente la Dp140 co-inmunoprecipita con la subunidad Cavaz0-1 (flecha). Como control negativo (carril 1gGo),
se usO un anticuerpo irrelevante. Los ejemplos mostrados son representativos de tres experimentos

independientes.

6.3. Las subunidades auxiliares Cavf y Cava26-1 interactuan con a1l-sintrofina en el

cerebro

En el cerebro se expresan una gran variedad de isoformas de la subunidad auxiliar
Cavp (Buraei and Yang, 2010); estas isoformas tienen una amplia distribucion, pero es en el
hipocampo y el cerebelo donde hay una mayor expresion. Por esta razén, en los ensayos de
inmunoprecipitacion, ademas de extractos proteicos de cerebro completo, incluimos extractos
de cerebelo y de hipocampo con el propdsito de ubicar en estas regiones la interaccion de a1-
sintrofina y las diferentes subunidades auxiliares Cavf3. La inmunoprecipitacion se realizé con
un anticuerpo dirigido contra a1-sintrofina y el Western blot se hizo con los anticuerpos que

reconocen a cada una de las cuatro diferentes subunidades Cav[3.

Como se puede observar en la figura 7A, la subunidad Cav31 no co-inmunoprecipita
con la a1-sintrofina. La subunidad Cavf32 tiene un peso molecular aparente de 68 kDa (carril
IN); sin embargo, se observa que inmunoprecipita una proteina de menor tamano (carril IP),
que posiblemente sea una isoforma pequefa de CavB2. Esta isoforma se expresa
principalmente en cerebelo, mientras que en los extractos de hipocampo y de cerebro total no
se alcanza a detectar. En el caso de Cavfs, que tiene un peso molecular de 55 kDa, también
se encontré que una isoforma de menor peso co-inmunoprecipité con al-sintrofina; al parecer
esta isoforma se expresa en cerebelo e hipocampo, mientras que en los extractos de cerebro
total no se distingue. Para la subunidad Cavf34 de 58 kDa ocurrié algo similar, una banda de
menor peso es la que co-inmunoprecipitd con a1l-sintrofina. Esta isoforma pequefa de Cavps
se observa en los extractos de cerebro total y cerebelo, mientras que en el hipocampo su

expresion es baja.

Finalmente, también se encontré la interaccion entre la subunidad Cava20-1 y al-
sintrofina en los tres distintos extractos. Como podemos observar en la figura 7B, se detecto

una banda de aproximadamente 140 kDa que corresponde al peso esperado de la subunidad
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auxiliar Cava20-1, tanto en el control de carga (carril IN), como en la co-inmunoprecipitacion
(carril IP). En este caso, la expresion de esta subunidad es igual en el cerebro total, cerebelo

e hipocampo.

IP a1-Sintrofina

A Cerebro Cerebelo Hipocampo
KDa IN P IN P IN P 19G,

Cayp
CayBa
CayB,
Caypy

B
Cay0,0-1

Figura 7. Interaccion de a1-sintrofina con las diferentes subunidades auxiliares. A) Analisis de Western blot con
anticuerpos especificos anti-Cavf31, anti-Cavf2, anti-Cavf3s y anti-Cavps. B) Western blot con anticuerpo especifico
anti-Cava20-1. La inmunoprecipitacion se realizdé con anticuerpo anti-a1-sintrofina en extractos proteicos de

cerebro completo, cerebelo e hipocampo de raton.

6.4. Co-localizacion entre Cava26-1 y distrofina en el cerebro de ratén

Los experimentos de co-inmunoprecipitacion nos permitieron definir la composicion de
un complejo de proteinas formado por Dp140, a1-sintrofina y el complejo del canal
Cav2.1/Cava20-1/CavB. La siguiente pregunta de esta investigacion fue determinar la
localizacion de este complejo en el cerebro de raton, para lo cual realizamos ensayos de
inmunohistoquimica (IHC) utilizando cortes coronales de cerebro completo. En primer lugar,
realizamos ensayos de IHC mediante inmunofluorescencia utilizando anticuerpos dirigidos

contra la subunidad Cava20-1 y distrofina. Las dos proteinas se encuentran distribuidas en
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todo el cerebro de raton (figura 8), y se pudo observar que existe cierto grado de co-
localizacion en varias regiones del cerebro. También observamos que mediante esta técnica
la sensibilidad que tenemos es muy baja. Sin embargo, a pesar de esta limitacion, podemos
ver zonas en color amarillo que indican la co-localizacion de ambas proteinas. Se ve una
aparente co-localizacion de estas dos proteinas en la capa polimorfica del giro dentado del
hipocampo, en la capa molecular del giro dentado y la capa stratum oriens del CA1 (figura 7,

ovalos blancos).

Figura 8. Co-localizacién de la distrofina y la subunidad Cava20-1 en el cerebro.

Se observa la co-localizacién de distrofina y la subunidad Cavaz20-1 en la regién del hipocampo. Imagenes
confocales de barrido en cortes coronales de 20 um del cerebro completo de ratén. Los cortes se incubaron con
anticuerpos especificos anti-distrofina y anti-Cava20-1, seguidos por los anticuerpos secundarios Alexa flior 555
(rojo) y Alexa fluor 488 (verde) respectivamente. Esta figura fue tomada con un objetivo 10X, no tiene una escala

de tamafio ya que la figura es una composicidon de multiples fotografias.

6.5. Interacciéon entre distrofina/Cav2.1 y distrofina/Cava256-1 en el hipocampo

Debido a la baja resolucidon que tiene la IHC para detectar la co-localizacion de dos
proteinas (aproximadamente 200 nm), decidimos utilizar el ensayo PLA, el cual permite ubicar
la interaccion in situ entre dos proteinas que se encuentran a una distancia menor de 40 nm
(Alam, 2018); las sefiales de interaccion se amplifican y se visualizan como puntos

fluorescentes en el tejido o la célula. Realizamos el analisis de PLA en cortes coronales del
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cerebro y cerebelo de raton con la combinacion de los anticuerpos MANDRA1/Cav2.1 y
H4/Cava2d-1. Las sefales positivas del PLA (puntos rojos) fueron detectadas
predominantemente en regiones que corresponden a la formacién hipocampal CA1, CA3 y el
giro dentado (figura 9A), lo cual es indicativo de interaccién entre Cav2.1 y distrofina en el
hipocampo. Adicionalmente, las sefiales positivas también fueron detectadas entre Cavaz26-1y
distrofina en las mismas areas del hipocampo (figura 9B). Se puede observar una interaccion
notablemente mayor en el area CA1 del hipocampo en comparacion con CA3 y el giro
dentado, tanto entre distrofina y el canal Cav2.1, como en la interaccidn entre distrofina y la
subunidad auxiliar Cava20-1. Al ampliar las imagenes de la region CA1, podemos ver que
algunos de los puntos de interaccidn siguen una trayectoria lineal a lo largo de las

prolongaciones neuronales (figura 10, panel de acercamiento).

A Distrofina/CaV2.1
Giro dentado Control

D|strof|na/CaVc126 1

Giro dentado Control

Figura 9. Interaccion entre distrofina/Cav2.1 y distrofina/Cavaz28-1 en el hipocampo. Imagenes confocales de

cortes coronales de cerebro de raton de 20 um después del ensayo de PLA entre distrofina/Cav2.1 (A) y
distrofina/Cavaz20-1 (B). Las sefales de PLA positivas se visualizan como puntos rojos. Los nucleos fueron

tefidos con DAPI (azul) y los cuerpos de las neuronas fueron tefiidos en verde con un anticuerpo que reconoce
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proteinas neuronales. Las imagenes son resultados representativos de tres réplicas independientes. Barra de

escala = 10 ym. El control se realiz6 omitiendo los anticuerpos primarios.

Distrofina/Cay2.1 Acercamiento Control
Distrofina/Caya;0-1 Acercamiento Control

Figura 10. Interaccion entre distrofina/Cav2.1 y distrofina/Cava20-1 en el area CA1 del hipocampo. Imagenes
confocales de cortes coronales de cerebro de ratén de 20 um después del ensayo PLA entre distrofina/Cav2.1
(A) y distrofina/Cava26-1 (B). Las sefiales de PLA (rojo) representan la interaccion entre distrofina y Cav2.1 o
Cava20-1; los nucleos fueron tefidos con DAPI (azul) y los cuerpos de las neuronas fueron tefiidos en verde. Las
imagenes son resultados representativos de tres réplicas independientes. Barra de escala = 10 um. El control se

realizé omitiendo los anticuerpos primarios.
6.6. Interaccion entre distrofina/Cav2.1 y distrofina/Cava256-1 en el cerebelo

Para evaluar la interaccién entre distrofina y Cav2.1 o Cavaz20-1 en el cerebelo, realizamos el
andlisis de PLA en cortes coronales del cerebelo completo de ratén. Los cortes fueron
incubados con los anticuerpos anti-distrofina y anti-Cav2.1 o anti-Cava20-1. Las sefales

positivas del PLA (puntos rojos) fueron detectadas predominantemente en regiones que
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corresponden al lébulo I, I6bulo Il y parafloculo (figura 11A), lo cual es indicativo de
interaccion entre Cav2.1 y distrofina en el cerebelo. Adicionalmente, las sefales positivas
también fueron detectadas entre Cavaz20-1 y distrofina en las mismas areas del cerebelo
(figura 11B). Particularmente, observamos una interaccion mayor en la region del parafléculo
del cerebelo en comparacién con el I6bulo Il y el I6bulo 1, tanto entre distrofina y el canal
Cav2.1, como en la interaccién entre distrofina y la subunidad auxiliar Cava26-1. Al ampliar las
imagenes (figura 12), podemos ver que los puntos de interaccion (puntos rojos) se acumulan

en las prolongaciones neuronales formando lineas que siguen su trayectoria.

A Distrofina/Cay2.1
Lébulo 1 Lébulo 1 Parafloculo Cantrol

B Distrofina/Ca,a,0-1
Lébulo 1 Lobulo 1 Parafléculo Caontrol

Figura 11. Interaccién entre distrofina/Cav2.1 y distrofina/Cavo20-1 en el cerebelo. Imagenes confocales de cortes
coronales de cerebelo de ratbn de 20 pm después del ensayo PLA entre distrofina/Cav2.1 (A) y
distrofina/Cavaz28-1 (B). Las sefiales de PLA (puntos rojos) representan la interaccion entre distrofina y Cav2.1 o
Cava20-1; los nucleos fueron tefidos con DAPI (azul) y los cuerpos de las neuronas fueron tefiidos en verde. Las
imagenes son resultados representativos de tres réplicas independientes. Barra de escala = 10 um. El control se

realizé omitiendo los anticuerpos primarios.
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A Distrofina/Cay2.1 Acercamiento Control

Distrofina/Ca,,a50-1 Acercamiento Control

Figura 12. Interaccion entre distrofina/Cav2.1 y distrofina/Cava20-1 en la regién del parafléoculo del cerebelo.

Imagenes confocales de cortes coronales de cerebelo de raton de 20 ym después del ensayo PLA entre
distrofina/Cav2.1 (A) y distrofina/Cava26-1 (B). Las sefiales de PLA (rojo) representan la interaccion entre
distrofina y Cav2.1 o Cava20-1; los nucleos fueron tefidos con DAPI (azul) y los cuerpos de las neuronas fueron
tefiidos en verde. Las imagenes son resultados representativos de tres réplicas independientes. El control se

realizé omitiendo los anticuerpos primarios. Barra de escala = 10 ym.

Con los experimentos de inmunoprecipitacién y los ensayos PLA, se pudo determinar que el
complejo del canal Cav2.1/Cava26-1/CavB4e forma un complejo multiproteico con la Dp140 y

a1-sintrofina, en el cerebro de raton.

6.7. Clonacién del cDNA de Dp140 y a1-sintrofina

Los experimentos de inmunoprecipitacion mostraron que la Dp140 y a1l-sintrofina
forman un complejo con el canal Cav2.1. Considerando estos resultados, decidimos clonar a

al-sintrofina y a la isoforma Dp140 con el fin de sobre-expresar a estas proteinas y realizar
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los ensayos de vida media y los experimentos de electrofisiologia. Como primer paso, se
amplificaron los cDNA completos de a1-sintrofina y de Dp140 de cerebro de ratén por medio
de RT-PCR. Como puede observarse en la figura 13, se obtuvo un producto de 1501 bp para
a1-sintrofina (figura 13A) y de 3679 bp para Dp140 (figura 13B).

4000 bp—s

«—3679bp
3000 bp—

1650 bp—> ~—1501bp

1000 bp—>

a1-Sintrofina Dp140

Figura 13. Amplificacién de los cDNA de a1-sintrofina y Dp140. Electroforesis en gel de agarosa al 1% que
muestra la amplificacién de los cDNA completos de a1-sintrofina (A) y de Dp140 (B) de cerebro de ratén por
medio de RT-PCR. M, marcador; 1, producto de PCR.

Los cDNA completos de a1-sintrofina y de Dp140 se clonaron en un vector de
expresion TOPO que tiene la ventaja de proporcionar una estrategia de clonacion altamente
eficiente para la fusion directa de los productos de PCR a la proteina GFP. Posteriormente, se
analizaron las clonas para ver si estaban en la orientacion correcta y marco de lectura. En el
caso de a1l-sintrofina, se realizaron cortes con las enzimas de restriccion EcoRIl y EcoRV. En
la figura 14A se muestra la electroforesis del producto digerido que corresponde al tamafio
esperado de 1000 pb. En la figura 14B se muestra el esquema de la construccion después de

clonar a1-sintrofina en el vector de expresion.
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pUC origen

Figura 14. Clonacién del cDNA de a1-sintrofina. A) El cDNA completo de a1-sintrofina se cloné en el vector de
expresion pcDNA3.1-TOPO y se confirmé la orientacion correcta al liberarse una banda de 1000 bp al digerir las
posibles clonas con las enzimas EcoRI y EcoRV. M, marcador; 1, clona numero 1 sin digerir; 2, clona numero 1
digerida; 3, clona numero 2 digerida. B) Mapa final del vector generado después de la clonacion del cDNA

completo de a1-sintrofina.

En el caso de Dp140, se realizaron cortes con la enzima de restriccion EcoRV. En la
figura 15A se muestra la electroforesis de los productos obtenidos por la digestién y que
corresponden con los tamafos esperados de 1639 y 1189 bp. En la figura 15B se muestra el

esquema de la construccion después de clonar Dp140 en el vector de expresion.

GFP
e E\L BGH pA

il

Dp140—”

/ //ﬂ origen
/ \
& poDNA3.1 \__SV40 promotor
CMV promotor—k‘-‘ Dp140-GFP J" temprano
/}\Neo

’\ 9836 bp y (R)
1650 bp—> i \
1000 bp—
pUC origen

Figura 15. Clonacion del cDNA de Dp140. A) El cDNA completo de Dp140 se clond en el vector de expresion
pcDNA3.1-TOPO y se confirmé la orientacién correcta mediante ensayo de restriccion utilizando la enzima
EcoRV. M, marcador; 1, clona numero 1 digerida; 2, clona niumero 2 digerida; 3, clona ndmero 2 sin digerir.

B) Mapa final del vector generado después de la clonacién del cDNA de Dp140.
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Finalmente, las clonas de a1-sintrofina y de Dp140 seleccionadas se secuenciaron para
la verificacién definitiva de su identidad. Para comprobar que estas clonas generaban las
proteinas de interés, se procedid a expresarlas, de manera heterdloga, para lo cual
realizamos transfeccion transitoria en las células HEK-293. Determinamos, por ensayos de
Western blot, la expresién de Dp140 y de a1-sintrofina utilizando anticuerpos dirigidos contra
estas proteinas. En la figura 16 se observa la expresion de Dp140 y de a1-sintrofina, con un
incremento de aproximadamente 27 kDa en su peso molecular debido a la fusién con GFP
(figura 16).

kDa kDa

250 -

150.- <167

100 -
75 -

100 -

75-
50 -

50 -

Dp140-GFP a1-Sintrofina-GFP

Figura 16. Expresion heteréloga de Dp140-GFP y a1-sintrofina-GFP. A) Analisis de la expresion de Dp140-GFP
en un extracto de proteinas totales obtenido de células HEK-293 transfectadas con el vector pcDNA3.1-Dp140-
GFP. B) Analisis de la expresion de a1-sintrofina-GFP en un extracto de proteinas totales obtenido de células
HEK-293 transfectadas con el vector pcDNA3.1-a1-sintrofina-GFP. 1, Células HEK-293 transfectadas con el
vector vacio; 2, HEK-293 transfectadas con los vectores pcDNA3.1-Dp140-GFP y pcDNAS3.1-a1-sintrofina-GFP,

respectivamente.

6.8. Clonacion de Cavfse

Los ensayos de inmunoprecipitacion con a1l-sintrofina mostraron que varias
subunidades auxiliares Cavp (Cavp2, CavBs y Cavpas) interaccionan con esta proteina. Llama la

atenciéon que son isoformas que tienen un peso molecular menor que las isoformas de
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longitudes completas (figura 7). De todas estas isoformas elegimos a CavPs4, ya que es la
subunidad Cavf mas abundante en el cerebro y los reportes en la literatura indican que la
variante de splicing Cavf4e es la segunda subunidad Cavp4 mas abundante en el cerebelo y
puede interactuar funcionalmente con Cav2.1 en las células tsA201 y en neuronas cultivadas.
Ademas, se ha reportado que Cavfp4e favorece la expresion en la membrana plasmatica de
Cav2.1 y el direccionamiento de estos canales hacia la terminal nerviosa (Etemad et al.,
2014).

Como primer paso, se amplificé el cDNA completo de Cavp4e de cerebro de raton por
medio de RT-PCR (figura 17) y se clon6 en un vector de expresion pCMV-Tag2B, con el fin de
expresar a la subunidad Cavfs4e fusionada con el epitopo FLAG en el extremo amino.
Posteriormente, se analizaron las clonas para ver si estaban en la orientacién correcta y
marco de lectura, para lo cual se realizaron cortes con las enzimas de restriccion BamHlI y
Sall. En la figura 18A se muestra la electroforesis del producto digerido que corresponde al
tamano esperado de 1005 pb. En la figura 18B se muestra el esquema de la construccion

después de clonar Cavf4e en el vector de expresion.

1650 bp—

1000 bp— «— 1005 bp

CayPae

Figura 17. Amplificacién del cDNA de Cavfse. Electroforesis en gel de agarosa al 1% que muestra la
amplificacion del cDNA completo de Cavf34e de cerebro de ratdon por medio de RT-PCR. M, marcador; 1, producto
de PCR.
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Figura 18. Clonacion del cDNA de CavPse. A) EI cDNA completo de CavB4e se clond en el vector de expresion
pCMV-Tag2B y se confirmd la orientacion correcta mediante ensayo de restriccion utilizando las enzimas BamHI
y Sall. M, marcador; 1, clona nimero 1 sin digerir; 2, clona nimero 1 digerida; 3, clona nimero 2 digerida.

B) Mapa final del vector generado después de la clonaciéon del cDNA de Cavfse.

Finalmente, la clona de Cavp4e seleccionada se secuencid para la verificacion definitiva de su
identidad. Para comprobar que esta clona generaba la proteina de interés, se procedi6 a
expresarla, de manera heterdloga, para lo cual realizamos transfeccion transitoria en las
células HEK-293. Determinamos, por ensayos de Western blot, la expresion de Cavf34e. En la

figura 19 se observa la expresién de Cavfse.
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Figura 19. Expresion heterdloga de Cavfse. Analisis de la expresion de CavB4e en un extracto de proteinas totales
obtenido de células HEK-293 transfectadas con el vector pCMV-Tag2B-CavBse. 1, HEK-293 transfectadas con el
vector vacio; 2, HEK-293 transfectadas con el vector pCMV-Tag2B-Cavfae.
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6.9. Dp140 y a1-sintrofina incrementan la vida media del canal Cav2.1

Las interacciones que ocurren entre los componentes del DGC y los canales idnicos en la
membrana plasmatica conducen al funcionamiento correcto de los canales. En ausencia de
distrofina, estas interacciones ya no se dan y pueden afectar a los canales por dos diferentes
mecanismos (Leyva-Leyva et al., 2018): A) afectando directamente el funcionamiento del
canal como se ha reportado para los canales TRPC y los canales Nav1.4. B) alterando la
localizacién y el trafico, como se ha reportado para los canales de sodio Nav1.5 y los canales
de potasio Kir4.1. Considerando esta segunda posibilidad, se decidié determinar la vida media
de la proteina del canal Cav2.1. Para cumplir con este objetivo se transfectaron células HEK-
293 con el complejo del canal (Cav2.1, CavB4e y Cavaz20-1) en ausencia (control) o presencia
(problema) de Dp140 y a1-sintrofina. Posterior a la transfeccion, se inhibi6 la sintesis de las
proteinas con CHX y se obtuvieron extractos proteicos totales a diferentes tiempos. Como se
observa en la figura 20, la presencia de la Dp140 y al-sintrofina aumentaron
significativamente la estabilidad de la proteina del canal Cav2.1 de ~24.3 + 5.2 a ~62.4 £ 10.9
horas (P < 0.02). El aumento en la vida media del canal Cav2.1 por la presencia de Dp140 y

a1-sintrofina sugiere que el numero de canales en la membrana podria estar aumentado.
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Figura 20. Dp140 y a1-sintrofina incrementan la estabilidad de la proteina Cav2.1. A) Immunoblots
representativos que muestran el efecto de la co-expresion de Dp140 y a1-sintrofina sobre la estabilidad de
Cav2.1 después del tratamiento con CHX durante los tiempos indicados (h). Panel superior, control: transfeccién

del complejo del canal Cav2.1/Cavaz20-1/CavBse. Panel inferior, transfeccién con el complejo del canal y
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Dp140/a1-sintrofina. Las intensidades de las bandas de Cav2.1 fueron normalizadas con actina. B) Cuantificacion
de la vida media de la proteina Cav2.1 en ausencia (circulos negros) y presencia (circulos blancos) de Dp140/a1-

sintrofina.

6.10. Dp140 y a1-sintrofina aumentan la actividad de los canales Cav2.1

A continuacién, tratamos de determinar el posible impacto funcional de las
interacciones moleculares descritas. Para ello, se realizaron registros electrofisioldgicos
utilizando la técnica patch-clamp en la modalidad de célula completa mediante el método de
fijacion de voltaje. Se utilizaron células HEK-293 que expresaban de forma heterdloga al
complejo del canal Cav2.1 (Cav2.1a1/Cava20-1/Cavfa4e), en ausencia o presencia de Dp140 y
a1-sintrofina. La figura 21A muestra los trazos representativos de las corrientes superpuestas
en respuesta a pulsos de prueba a 10 mV desde un potencial de mantenimiento de -80 mV.
Los resultados muestran que la presencia de Dp140 y a1-sintrofina produce un aumento
significativo en la amplitud de la corriente. El aumento de la densidad de corriente maxima
(In/Cm) fue de alrededor del 40% (P < 0.05; figura 21B). Este aumento también es significativo
a varios voltajes evaluados, como muestra la comparacion de las curvas corriente-voltaje en la
figura 21C. Por el contrario, la presencia de Dp140 y a1-sintrofina no modificé la posicion de
las curvas de conductancia e inactivacion en el eje de voltaje (figura 21D y E,
respectivamente). Del mismo modo, ni la activacién ni la inactivacién durante el pulso se ve
afectada por la presencia de Dp140 y a1-sintrofina (figura 21F). El hecho de que haya un
aumento en la densidad de corriente, sin afectar la cinética o la dependencia del voltaje de las
corrientes, sugiere que el efecto de Dp140 y a1-sintrofina es en el numero de canales en la
membrana plasmatica y no en sus propiedades funcionales. Estos hallazgos concuerdan
completamente con los datos obtenidos en los ensayos con CHX, que muestran un aumento

de los canales Cav2.1a1 en la membrana plasmatica.

45



Dp140/
A ) 10 mv B P c

iy !
a Ctl al-sin
g
-80mvV z i
5 <
B o 20 4 =
' @
ettt £ 2
I = 3
: £
o 40 4 3
- L]
Control < ° @
& B 5
= S 00 g
. 50 ms 5 * ‘@
Dp140/at-sin a1 S
[a] ® Control (n=14)
Q Dp140/ai-sin (n=14)
D E F
104 @ cControl 1.0 7 @® Control
P O Dp140/at-sin O Dp140/at-sin
& 0.8 A s 0.8 4 1.5 1 ~ 60
N by 4
g 8
S 06 - € 06 - e %
g £ £ 1.0 F40 £
: z 2
g 0.4 E 04+ o =
S 5 © 0.5 - 20 %
8 024 © 024 ] £
| T T ' 0.0 4 T T 20 00 "% pp14o/ ot D 140/_0
-40 20 0 20 -120 -80 -40 0 a':_sin q':_sin
Vm (mV) Vm (mV)

Figura 21. Dp140 y a1l-sintrofina aumentan el numero de canales Cav2.1 en la membrana plasmatica. A) Trazos
de corriente representativos registrados en células HEK-293 que expresan transitoriamente a los canales
Cav2.1/Cava206-1/CavB4e en ausencia y presencia de Dp140 y a1-sintrofina. B) Grafico de barras comparando la
densidad de corriente pico media (pA/pF) a través de los canales, el asterisco indica significancia estadistica (p <
0,05 prueba t de Student). C) Curvas I-V de los canales Cav2.1. El numero de células registradas se indica entre
paréntesis. D) Comparacion de las curvas de conductancia maxima normalizada en funcion del voltaje en
ausencia y presencia de Dp140/a1-sintrofina. E) Comparacion de las curvas de inactivacion en estado
estacionario en ausencia y presencia de Dp140/a1-sintrofina. F) Grafico de barras que compara la constante de
tiempo (t) de activacion (izquierda) e inactivacion durante el pulso (derecha) en células de control y co-

transfectadas con Dp140/a1-sintrofina.

Ademas, los resultados de nuestros ensayos funcionales muestran que la actividad de
los canales Cav2.1 en presencia de la subunidad CavBasa (la isoforma de tamafio completa) no
cambia significativamente cuando se co-expresan Dp140 y a1-sintrofina. La figura 22A
muestra los trazos de corriente representativos superpuestos, mostrando que la presencia de
Dp140 y a1-sintrofina no tiene efecto sobre la amplitud. Lo mismo ocurre para todos los
voltajes explorados, como se muestra en la comparaciéon de las curvas de corriente y

conductancia-voltaje (figura 22B y C, respectivamente). En conjunto, estos resultados
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sugieren que el efecto Dp140 y a1-sintrofina sobre la actividad del canal depende de Cavfse y
es independiente de la subunidad Cavf4a.
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Figura 22. El efecto de Dp140 y a1l-sintrofina sobre la actividad de los canales Cav2.1 no depende de Cavfse.
A) Trazos de corriente representativos a través de canales Cav2.1 superpuestos, obtenidos en células HEK-293
transfectadas en la condicion de control (con el cDNA que codifica para Cav2.1/Cava20-1/CavBsa) y co-
transfectadas con Dp140/a1-sintrofina. En este caso, el complejo incluia la subunidad auxiliar CavB4a (de longitud
completa). B) Comparacion de las curvas |-V de los canales Cav2.1 registrados en células HEK-293.
C) Comparacion de las curvas de conductancia maxima en funcion del voltaje en ausencia y presencia de
Dp140/a1-sintrofina.
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7. DISCUSION

Los canales Cav2 constan de una subunidad formadora del poro Cavai y, al menos,
dos subunidades auxiliares distintas denominadas Cav y Cava2d (Zamponi et al., 2015).
Asimismo, estudios del proteoma han revelado que la subfamilia Cav2 forma parte de un
microambiente de unas 200 proteinas ademas de las subunidades auxiliares mencionadas.
De esta manera, varias clases de proteinas forman este macrocomplejo, siendo interesante
que algunas de estas proteinas pertenecen al DGC (Muller et al., 2010). El presente trabajo
muestra evidencia de que el canal Cav2.1 interactua con la distrofina y el DGC. Nuestros
ensayos de inmunoprecipitacion muestran la identidad molecular de un complejo formado por
el canal Cav2.1 y sus subunidades auxiliares Cavf4e y Cavo20-1 junto con Dp140 y a1-
sintrofina en el cerebro de ratén. Mediante ensayos PLA confirmamos la interaccion del
Cav2.1 con distrofina en algunas regiones del cerebro; la distribucion de estos complejos
moleculares es una sucesidén de puntos a lo largo del axon. Ademas, mostramos que la
asociacion del canal con Dp140 y a1-sintrofina cambia la estabilidad de la proteina Cav2.1

aumentando su vida media.

Especulamos que este cambio puede tener una consecuencia funcional, ya que ayuda a
estabilizar el canal en la membrana plasmatica, aumentando su numero y la densidad de
corriente. Estudios recientes han demostrado que la ausencia de Dp140 deteriora la
transmisién glutamatérgica en neuronas basolaterales de la amigdala en ratones mdx52
(Hashimoto et al., 2022). En particular, hay una disminucion en la relacion de corriente
postsinaptica excitadora/inhibitoria y la frecuencia de las corrientes postsinapticas excitadoras
en miniatura. Estos datos sugieren que la plasticidad de las sinapsis es diferente en los
ratones que carecen de Dp140. Ademas, la ausencia de Dp140 también disminuye la
expresion de VGLUT1 y, en consecuencia, el numero de vesiculas presinapticas (Hashimoto
et al., 2022). Curiosamente, los canales Cav2.1 localizados en las terminales presinapticas,
las membranas del soma y las dendritas tienen un papel destacado en la liberacién de
neurotransmisores desencadenada por el potencial de accién y en la liberacién espontanea de
neurotransmisores en estado de reposo (Pietrobon, 2010; Sara et al., 2005). Ademas, la

liberacion glutamatérgica espontanea se desencadena por un aumento de Ca?* producido por
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la apertura estocastica de los canales Cav (Ermolyuk et al., 2013). Esta liberacién espontanea
de neurotransmisores es un proceso dependiente de la calmodulina y requiere vesiculas
presinapticas cerca de los canales Cav2.1 (Lee et al, 2022). Como se menciono
anteriormente, la distrofina forma un complejo molecular mas grande compuesto de
distroglicanos, sarcoglicanos, sarcospan, distrobrevinas y sintrofina (Bhat et al., 2018; Cohn
and Campbell, 2000; Constantin, 2014). Las sintrofinas son una familia de proteinas
adaptadoras asociadas a la membrana celular que pueden interactuar con varias proteinas,
implicando a las sintrofinas en numerosas vias de sefializacion celular (Constantin, 2014). Por
ejemplo, en el cerebro a1l-sintrofina puede interactuar con la nNOS en neuronas y también
puede unirse al carboxilo terminal de los canales de sodio activados por voltaje en musculo
esquelético y cardiaco (Gavillet et al., 2006). La idea de que el complejo distrofina/sintrofina
interactua con canales idnicos y regula su funcién también ha sido propuesta para los canales
TRPC (Vandebrouck et al., 2007). Estos estudios destacan el papel central de la a1-sintrofina
en el mantenimiento de un complejo de sefalizacion anclado al andamio de distrofina
necesario para la expresion y funcion apropiada del canal iénico. Otro componente esencial
en la organizacion de la membrana presinaptica es la subunidad auxiliar Cava20-1. Se sabe
que la liberacion de neurotransmisores mediada por los canales Cav2.1 depende de la
interaccion de Cavaz20-1 con la a-neurexina. Esta ultima proteina es un regulador positivo de
los canales Cav2.1 y se sabe que interactua con a-distroglicano, un miembro del DGC (Sugita
et al., 2001). Esto revela que la transmision glutamatérgica es un proceso en el que Cav2.1y
Cava20-1 estan cumpliendo una funcion importante. En este contexto, nuestros resultados
sugieren que Dp140 y a1-sintrofina agrupan el complejo del canal Cav2.1 en un nanodominio
donde la calmodulina y las vesiculas que contienen neurotransmisor estan en estrecha
proximidad. Los resultados del ensayo PLA apoyan esta especulacién, ya que la interaccion
entre Dp140 y el complejo Cav2.1/Cavo20-1 tiene una localizacién somato dendritica en el
hipocampo. Ademas, nuestros analisis electrofisioldgicos mostraron que esta interaccion
aumenta la vida media de la proteina y también influye en la actividad de los canales, lo que
podria determinar la liberacién adecuada de neurotransmisores. Una caracteristica distintiva
de esta nueva interaccion molecular entre la Dp140/a1-sintrofina y el complejo del canal
Cav2.1 es la participacion de la subunidad Cavf4e. Esta proteina es una variante corta de la

subunidad auxiliar Cav34 expresada principalmente en el hipocampo, la corteza y el cerebelo
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(Schlick et al., 2010). A nivel celular, la isoforma Cav4e es abundante en el axén distal y, a
diferencia de la subunidad CavBs de longitud completa, no muestra propiedades de
orientacion nuclear. Ademas, esta variante cumple funciones que dependen de su asociacion
con los canales Cav en la presinapsis (Etemad et al., 2014). En particular, los resultados de
nuestros ensayos funcionales muestran que la actividad de los canales Cav2.1 en presencia
de Cavf4a no cambia significativamente cuando se sobre-expresan Dp140 y a1-sintrofina. Por
el contrario, la co-expresion de la variante corta CavB4e con Dp140/a1-sintrofina provoca un
aumento sustancial de la actividad del canal. Este hallazgo apoya la idea de que la funcion del
complejo Dp140/a1-sintrofina es interactuar con la subunidad CavBse para regular los canales

Cav2.1 en la membrana plasmatica (Leyva-Leyva et al., 2023).
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8. CONCLUSIONES

Nuestro estudio muestra, por primera vez, pruebas experimentales de la formacion de
un complejo molecular especifico entre Dp140/a1-sintrofina y el complejo del canal neuronal
Cav2.1. Esta interaccion regula a los canales de la membrana plasmatica y contribuiria a la
correcta liberacion de neurotransmisores en las sinapsis. Nuestros datos también resaltan la
importancia de identificar las interacciones moleculares de la distrofina, el DGC y los canales
Cav en el sistema nervioso para entender mejor cdmo su desregulacion puede contribuir a
deficiencias en desérdenes neurologicos encontrados en varias enfermedades humanas

incluyendo la distrofia muscular de Duchenne.
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9. PERSPECTIVAS

Los resultados del presente trabajo de tesis revelan, por primera vez, la interaccion funcional
entre la isoforma de distrofina Dp140 y el canal de calcio Cav2.1. Sera muy interesante
identificar el sitio de interaccion directo entre las proteinas del DGC y el complejo del canal
Cav2.1. Un posible candidato seria a1-sintrofina, ya que se ha reportado que esta proteina
adaptadora se asocia a algunos canales iénicos mediante su dominio PDZ. Ademas,
considerando que nuestros experimentos de electrofisiologia mostraron que la subunidad
auxiliar CavB4e es una proteina distintiva y muy especifica de la interaccion que estamos
reportando, nos parece interesante explorar la posibilidad de que la asociacion directa con el

DGC sea a través de esta subunidad.

Por otra parte, consideramos importante determinar el mecanismo por el cual Dp140 y a1-
sintrofina incrementan la estabilidad de la proteina del canal Cav2.1, aumentando el numero
de canales en la membrana plasmatica y, como consecuencia, el incremento en la densidad
de la corriente observado en nuestros experimentos de electrofisiologia. Podemos especular
que Dp140 promueve la localizacion y agrupamiento de los canales Cav2.1 a sitios
especializados de la membrana neuronal como las sinapsis glutamatérgicas. Es pertinente
senalar que Cav2.1 tiene un papel fundamental en la transmision sinaptica y, ademas, un
estudio reciente (Hashimoto et al., 2022) demuestra que la ausencia de Dp140 altera la

transmision glutamatérgica, lo que puede conducir a diversos desérdenes neuroldgicos.

Proponemos que la eliminacion de Dp140 en neuronas del hipocampo y la amigdala tendra
repercusion sobre el funcionamiento de la transmision sinaptica mediada por los canales de
calcio Cav2.1, sin excluir el posible papel que pueda tener el DGC sobre la regulacion de otros

canales de la subfamilia Cav2.
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Abstract

The primary function of dystrophin is to form a link between the cytoskeleton and the extracellular matrix. In addition to
this crucial structural function, dystrophin also plays an essential role in clustering and organizing several signaling pro-
teins, including ion channels. Proteomic analysis of the whole rodent brain has stressed the role of some components of the
dystrophin-associated glycoprotein complex (DGC) as potential interacting proteins of the voltage-gated Ca®* channels of
the Ca.,2 subfamily. The interaction of Ca.;2 with signaling and scaffolding proteins, such as the DGC components, may
influence their function, stability, and location in neurons. This work aims to study the interaction between dystrophin and
Cay2.1. Our immunoprecipitation data showed the presence of a complex formed by Cay2.1, Caya,8-1, Cayp,,, Dp140,
and al-syntrophin in the brain. Furthermore, proximity ligation assays (PLA) showed that Ca2.1 and Caa,3-1 interact
with dystrophin in the hippocampus and cerebellum. Notably, Dp140 and «l-syntrophin increase Cay,2.1 protein stability,
half-life, permanence in the plasma membrane, and current density through recombinant Cay2.1 channels. Therefore, we
have identified the Dp140 and al-syntrophin as novel interaction partners of Cay2.1 channels in the mammalian brain.
Consistent with previous findings, our work provides evidence of the role of DGC in anchoring and clustering Ca., channels
in a macromolecular complex.

Keywords Ca’* channels - DGC - Dp140 - Dystrophin - Syntrophin - CayPy,

Introduction

Voltage-gated Ca’* (Ca,,) channels are transmembrane
protein complexes of 3—4 subunits, among which Cayx;
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functional monomers of the Caya; subunit. Cay, channels
are key transducers of membrane potential changes into
intracellular Ca®* transient signals that initiate many phys-
iological processes, including neurotransmission [7, 37].

On the other hand, in research on cellular and molecu-
lar alterations in Duchenne muscular dystrophy, numerous
studies have identified several cytoskeleton and plasma
membrane components that are crucial for normal cell
function. Furthermore, the characterization of the mus-
cular dystrophy gene led to the identification of dystro-
phin as the central element in the pathophysiology of the
disease. Dystrophin is the product of the DMD gene and
is a large protein of 427 kDa consisting of four regions,
dominated by a large rod-shaped domain composed of 24
spectrin-like repeats. Dystrophin is currently recognized
as a structural protein responsible for providing stability
and helping to preserve the integrity of the cell membrane
during skeletal muscle contraction [11].

Subsequently, when dystrophin was solubilized from
the sarcolemma fraction, it was found to be associated with
a large oligomeric complex of proteins and glycoproteins
called the dystrophin-associated glycoprotein complex
(DGC), which consists of peripheral and integral mem-
brane proteins/glycoproteins. The DGC comprises dif-
ferent subcomplexes, the dystrophin/utrophin membrane
component, the sarcoglycan/sarcospan transmembrane
component, the intracellular/extracellular associated pro-
teins, and the dystrobrevin/syntrophin intracellular com-
ponent [5, 8].

Dystrophin and the DGC are expressed in skeletal mus-
cle and other tissues, including the central nervous system
(CNS), where the loss of this protein and, subsequently, the
DGC may be associated with critical functional alterations.
Likewise, several dystrophin isoforms (mainly Dp71 and
Dp140) produced by splicing or alternative promoters and
components of DGC have been reported in the brain [24].
As in myocytes, dystrophin and DGC in neurons provide
membrane stability, but it is also likely that they play a sign-
aling function. Indeed, the DGC allows the assembly and
interaction of various signaling proteins, including neuro-
transmitter receptors such as glutamate NMDA or GABA
receptors, and ion channels such as TRPs, and voltage-gated
Na*, Ca®*, and K* channels [9, 24], suggesting a role in the
organization and regulation of the synapses. Interestingly, in
the case of Cay, channels, a functional interaction between
L-type channels and dystrophin has been reported in murine
cardiac myocytes, suggesting that channel activity could be
regulated by elements that stabilize the cytoskeleton [13,
28, 29]. On the other hand, in the present report, we show
evidence of a novel molecular interaction between Dp140
and a1-syntrophin with Ca+2.1 channels in the mammalian
brain, which could confer greater versatility to neuronal
channels function.
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Materials and methods
Animals

All experimental procedures were performed following
ethical guidelines and were approved by the Institutional
Animal Care and Use Committee of the "Dr. Manuel Gea
Gonzilez" General Hospital (Mexico City, Mexico). Male
8- to 10-week-old C57BL/6 mice were housed in an environ-
ment with a controlled 12 h:12 h light/dark cycle and free
access to food and water.

Immunoprecipitation (IP)

Mouse whole brain, hippocampus, and cerebellum tissues
were lysed in ice-cooled TP buffer [50 mM Tris—HCI pH
8.0, 150 mM NaCl, 10 mM EDTA, 1% (v/v) Triton X-100,
0.5 mM PMSF, 10 mM NaF, 1 mM Na,VO,, 2X Complete
EDTA-free protease inhibitor mix (Roche Applied Sci-
ence)] to isolate total protein. Aliquots of 1 mg of total
protein were mixed with 30 pl of Recombinant Protein G
Agarose beads (rPGA, Invitrogen) previously equilibrated
with IP buffer containing 1% BSA and incubated 2 h at
4 °Cin 500 pL final volume with gentle shaking. The rPGA
was removed by centrifugation at 12,470 x g for 5 min; the
pre-clarified protein extracts were mixed with 20 pL of new
pre-equilibrated rPGA and 5 pg of specific antibody or an
irrelevant IgG, as a negative control (supplemental table 1)
and incubated overnight at 4 °C with shaking. The immuno-
complexes were recovered by centrifugation at 12,470X g
for 5 min and washed three times with 1 mL of wash buffer
[50 mM Tris—HCI1 pH 8.0, 500 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1%
(v/¥) Triton X-100, 0.1% SDS, 0.5 mM PMSF] and twice
with 500 uL of PBS by shaking for 10 min at 4 °C. After
centrifugation at 12,470 X g for 5 min, pellets were sus-
pended with 2X Laemmli sample buffer (125 mM Tris-HCl
pH 6.8, 4% SDS, 20% glycerol, 10% 2-mercaptoethanol,
0.004% bromophenol blue).

Western blot

Total protein extracts and co-immunoprecipitated proteins
were separated by SDS—polyacrylamide gel electrophoresis
(PAGE). After electrophoresis, proteins were transferred to
PVDF membranes (Amersham Pharmacia GE Healthcare),
blocked with 1% Hammerstein grade casein (MP Biomedi-
cals) in TBS-T (10 mM Tris—HCI pH 7.6, 15 mM NaCl,
0.05% Tween 20) and incubated overnight with the appropri-
ate antibody in TBS-T (supplemental table 1). After washing
three times with TBS-T, membranes were incubated with
the corresponding HRP-conjugated secondary antibody in
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TBS-T containing 5% non-fat milk for 1 h. Except otherwise
noted, samples were run in parallel, and actin was detected
in the same membrane. According to the manufacturer's
instructions, immunoblots were developed using the ECL
Western blotting detection kit (Amersham Pharmacia GE
Healtheare).

Proximity ligation assays (PLA) and imaging

Mice were anesthetized with an intramuscular injection of
ketamine (100 mg/kg) and xylazine (10 mg/kg) and tran-
scardially perfused with cold PBS (pH 7.4) followed by 4%
paraformaldehyde in PBS (4% PFA). Brains were fixed in
4% PFA for 24 h at 4 °C, then submerged in 10%, 20%, and
30% sucrose in PBS for 24 h each. Next, brains were embed-
ded in Tissue-Tek O.C.T. and coronally sliced in 20 pm sec-
tions on a cryostat. Brain sections were subjected to antigen
retrieval with 1% SDS in PBS for 5 min at room temperature,
permeabilized with 0.2% Triton X-100 in PBS for 10 min
and incubated in blocking solution for 30 min at 37 °Cin a
humidity chamber. Sections were then incubated overnight
with primary antibodies at 4 °C in a pre-cooled humidity
chamber. The interactions in the brain were detected by
PLA [2] using the Duolink in situ red starter kit (Sigma-
Aldrich) carried out according to the manufacturer's instruc-
tions. Control experiments were performed in the absence
of primary antibodies. Neuron structures were contrasted by
incubation 2 h at room temperature with a neuronal marker.
Images were acquired on a Zeiss LSM 710 Duo confocal
microscope using a 63X oil-immersion lens.

Amplification of Dp140, al1-syntrophin, and Cayp,,
<DNAs

Total RNA was isolated from whole mouse brains by TRI-
zol™ Reagent (Invitrogen), and reverse transcription was
performed with 1 pg of total RNA using M-MLV reverse
transcriptase (Invitrogen). Following the cDNA synthesis,
PCR was conducted to amplify the coding region of Dp140,
al-syntrophin, and Caf,, with HercIl polymerase (Agi-
lent Technologies). Since the mouse Dpl40 sequence has
not been reported, we aligned the human Dp140 sequence
(NM_004013) with the mouse full-length dystrophin
sequence (NM_007868) to locate the region that corresponds
to the isoform Dp140. Once the start codon was located, the
primers flanking the entire region corresponding to Dp140
were designed, forward primer (F): 5'-ATGCCATCTTCC
TTGATG-3' and reverse primer (R): 3-CCATTGTGTCCT
CTCTCAT-3'. The PCR was performed under the follow-
ing conditions: initial denaturation at 94 °C for 5 min, 40
cycles of denaturation at 94 °C for 30 s, annealing at 52 °C
for 10 s, and extension at 68 °C for 4 min; final elongation
step of 68 °C for 10 min. a1-syntrophin (NM_009228) was
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amplified using the following primers F: 5'-ATGGCGTCA
GGCAGGCGC-3' and R: 5'-CGGCCAAGAGCCCCAAGC
G-3". The PCR was performed under the following condi-
tions: initial denaturation at 94 °C for 5 min; 30 cycles of
denaturation at 94 °C for 20 s, annealing at 55 °C for 20 s,
and extension at 68 °C for 2 min, and a final extension step
of 68 °C for 10 min. Cap,, (NM_001285428) was ampli-
fied using the following primers F: 5'-GGATCCATGGTA
TCAGGAACATTCCG-3' and R: 5-GTCGACTCAAAG
CCTATGTCGGGAGT-3'. The PCR was performed under
the following conditions: initial denaturation at 94 °C for
5 min; 30 cycles of denaturation at 94 °C for 30 s, anneal-
ing at 58 °C for 10 s, and extension at 68 °C for 1 min, and
final extension step of 68 °C for 10 min. PCR products were
then subjected to 1% agarose gel electrophoresis, and ampli-
fied bands were visualized by ethidium bromide staining
and purified using the QIAquick gel extraction kit (Qiagen).

Cloning of Dp140, al-syntrophin, and CayB,,

Dpl140 and «l-syntrophin were cloned into pcDNA3.1/
CT-GFP-TOPO vector (Invitrogen) to express these pro-
teins with a green fluorescent protein (GFP) fused to the
C-terminus following the manufacturer's specifications.
In addition, Cayp,. was cloned into the BamHI and Sall
sites of the pCMV-Tag2B (Agilent Technologies) vector to
express this protein with an N-terminal FLAG epitope tag-
ging. The clones were characterized by restriction analysis
and sequenced on an automated sequencer ABI PRISM 310
(Applied Biosystems), for the final identity verification.

Cell culture and transfection

Human embryonic kidney (HEK)-293 cells (ATCC, CRL-
11268) were maintained in Dulbecco’s modified Eagle's
medinm-high glucose (DMEM, GIBCO) supplemented with
5% fetal bovine serum, 1% L-glutamine, 110 mg/L sodium
pyruvate, and antibiotics, at 37 °C under a humidified atmos-
phere containing 5% CQ,, 95% air. For the control condi-
tion: HEK-293 cells were transiently transfected with 1.0 pg
of each of the plasmids containing the ¢cDNA of human
Cay2.1 (AF004883) [17, 18], Caya,3-1 (MB6621) [22], and
Ca.p,, (this paper) using TurboFect Transfection Reagent
(Thermo Fisher Scientific Inc.) according to the manufac-
turer's instructions. For the problem condition: pcDNA3.1-
Dpl140-GFP (this paper) and pcDNA3.1-a1-syntrophin-GFP
(this paper) were added to the control condition combination
of plasmids.

Cycloheximide (CHX) assays

The Ca.2.1 protein half-life was determined by per-
forming a protein synthesis inhibition assay using CHX
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(Sigma-Aldrich, Inc.) [21]. Briefly, HEK-293 cells were
transiently transfected in the control and the problem con-
dition. After 24 h of transfection, cells were subjected to
treatment with CHX (50 pug/ml in DMEM). The cells were
harvested at 0, 8, 24, 32, and 48 h after treatment and lysed
to obtain total protein extracts. The extracts were quanti-
fied and analyzed by Western blotting using an anti-Ca,2.1
antibody and anti-actin antibody as a loading control. After
chemiluminescent detection, the relative intensity of the
band corresponding to the Cas,2.1 protein and actin was
quantified with the Fiji 2.5.0 software [32]. The averages
of the Ca+2.1 densities from three independent trials were
normalized against the averages of the actin densities at each
time point. Subsequently, the data were normalized against
time 0, and the data's natural logarithm (In) was obtained.
The In was plotted, and the curve fitted to a first-order expo-
nential function using linear regression by the least-squares
method to determine the decay rate constant (k, the slope),
which was used to calculate the half-life value of the Ca+,2.1
protein [4].

Cell surface protein biotinylation

A protein biotinylation assay was performed using a bio-
tin labeling kit (Thermo Scientific). Briefly, HEK-293 cells
were transiently transfected in the control and problem con-
dition. After 48 h of transfection, cells were washed with
cold PBS and labeled with sulfo-NHS-SS-Biotin (0.25 mg/
ml) for 30 min at 4 °C. Quench solution was added to stop
the reaction, and the cells were then scraped off and washed
with PBS to remove unbound biotin, resuspended in mild
detergent lysis buffer, and sonicated. After 30 min incuba-
tion on ice, the lysates were clarified, and the biotinylated
proteins were affinity purified by incubation with NeutrAvi-
din agarose resin. Bound proteins were analyzed by Western
blot using anti-Ca.,2.1 and anti-Na™/K*-ATPase antibodies.
The effect of dystrophin Dp140 and al-syntrophin on the
surface expression of the Cay2.1 channel was assessed by
quantifying the density of the bands obtained from three
independent experiments. The purity of membrane proteins
was verified with an anti-calnexin antibody.

Electrophysiclogy

Ba’t currents through recombinant Cay,2.1 channels were
recorded 48 h after transfection of HEK-293 cells with the
control and problem conditions, using the whole-cell con-
figuration of the patch-clamp technique at room temperature
(22 °C). The extracellular solution contained (in mM): 5
BaCl,, 125 TEA-CI, 10 HEPES, and 15 glucose (pH 7.3).
The intracellular solution contained (in mM): 110 CsCl, 5
MgCl,, 10 EGTA, 10 HEPES, 4 Na-ATP, and 0.1 Na-GTP
(pH 7.3). Transfected cells were identified by observing
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GFP fluorescence with a Nikon TE300 inverted micro-
scope. Recordings were performed using an Axopatch 200B
amplifier Molecular Devices). Currents were digitized at a
sampling rate of 5.71 kHz and filtered at 2 kHz (four-pole
Bessel filter). Data acquisition and analysis were performed
using a Digidata 1320A interface (Molecular Devices) with
pClampl0 software (Molecular Devices) and SigmaPlot
version 11.0 (Systat Software, Inc.) as described elsewhere
[30]. Linear leak and residual capacitance components were
subtracted online using a P/4 protocol. Membrane capaci-
tance (Cm) was determined as previously described and used
to normalize currents [3].

Statistical analysis

All graphs were generated using Sigma Plot v12.0 (Systat
Software, Inc.). Statistical significance was determined by
Student's t-test (Sigma Plot). Values of P < 0.03 were consid-
ered significant. Data values are presented as means + stand-
ard error of the mean (SEM). For statistical analysis of the
cycloheximide assays data were fitted to linear functions
and the mean of their slopes were compared using Student’s
t-test.

Results

Dpl40 interacts with Ca+,2.1 channels in the mouse brain.

The study of the Ca+,2 proteome revealed the interaction
of the channels with some of the components of the DGC
complex [26]. Hence, to distinguish the DGC proteins that
could be interacting with the Ca.,2.1 channels, we performed
a series of immunoprecipitation assays using mouse brain
lysates. We first asked whether dystrophin may interact with
the Ca.2.1 channel. To this end, we used a pan-specific anti-
dystrophin antibody to immunoprecipitate all dystrophin
isoforms from the brain, and the recovered complexes were
then analyzed by western blotting. Figure 1A shows that
we detected a band of approximately 190 kDa when using
an antibody that recognizes Cas,2.1 (IP lane). This is con-
sistent with the reports showing that Ca,;2.1 in the mouse
brain comprises a major isoform with an apparent molecular
weight of ~190 kDa [1]. This result also shows an interaction
between dystrophin and the channel protein.

Likewise, another protein that forms part of the chan-
nel complex is the Ca,a,8-1 auxiliary subunit; therefore,
we decided to explore whether this subunit might interact
with dystrophin. Figure 1B shows a band of about 140 kDa,
consistent with the molecular size of the Caa,3-1 subunit
(IP lane) [16]. Last, given that the expression of the DMD
gene produces several isoforms of dystrophin selectively
distributed in the mouse brain, we then sought to determine
which isoform interacts with the channel complex, using an
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Fig. 1 Dystrophin (Dp) and al-syntrophin (a1-syn) interacts with the
Cay2.1 channel complex in the mouse brain. Western blot analysis
using anti-Cay2.1 and anti-Cayo,3-1 specific antibodies after immu-
noprecipitation of dystrophin. (A) Input (IN) lane shows the pres-
ence of a~190 kDa Cay2.1 band and co-immunoprecipitated with
H4 antibody (IP). (B) IN lane shows a~ 140 kDa Caya,5-1 band
and co-immunoprecipitated with H4 antibody (IP). (C) Western blot
analysis after immunoprecipitation with anti-Caya,3-1 specific anti-
body. IN lane shows the presence of bands corresponding to Dp427,
Dp140, Dp71 and short Dp71 isoforms detected with the pan-dys-
trophin antibody IP lane shows Dp140 co-immunoprecipitated with
Cayoy0-1. An irrelevant antibody was used as negative control (IgG,
lane). IP, antibody used for immunoprecipitation; WB, antibody used
for immunoblotting. The examples shown are representative of three

antibody that recognizes Cayx,6-1 for immunoprecipitation,
and a pan-specific anti-dystrophin antibody to perform the
western blot analysis. Figure 1C shows that the antibody
recognized all dystrophin isoforms in the brain (Dp427,
Dp140, Dp71), including some minor variants of Dp71 (IN
lane). Interestingly, we detected a band of about 140 kDa
corresponding to the Dp140 isoform in the immunoprecipi-
tate (IP lane) which was the, only dystrophin isoform that
co-immunoprecipitated with Cay,5-1, even though Dp71 is
the most abundant isoform in the brain. In all experiments,
the immunoprecipitation specificity was evaluated using an
unrelated antibody, which did not bring down any of the
proteins of interest (IgG,, lane).

It should be noted that in these immunoprecipitation
experiments of the Caya,0-1 subunit, the second lane shows
a prominent band in the middle. Although the origin of this
band or its identity is unclear, it could result from some non-
specific interaction that occurs during immunoprecipitation.
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19G,

separate experiments (obtained from tissue of three different ani-
mals). (D) IN (top) lane shows a~ 190 kDa Cay2.1 band co-immuno-
precipitated with anti-al-syn antibody (IP). IN (bottom) lane shows
a~ 140 kDa Cay,8-1 band co-immunoprecipitated with anti-al-syn
antibody (IP). (E) The upper panel shows a~58 kDa Cayf, band and
a lower MW isoform (mainly expressed in cerebellum and poorly
expressed in hippocampus) co-immunoprecipitated with the anti-ol-
syn antibody (IP). The lower panel shows a~ 140 kDa Caya,5-1 band
co-immunoprecipitated with the anti-al-syn antibody (IP). An irrel-
evant antibody was used as negative control (IgG, lane). Br, whole
brain; Cb, cerebellum; Hp, hippocampus: IP, antibody used for immu-
noprecipitation; WB, antibody used for immunoblotting. The exam-
ples shown are representative of three separate experiments (obtained
from tissue of three different animals).

This is because the band is not evident in the western blot
of the lysates before immunoprecipitation, and its molecu-
lar size is not compatible with that of the different dystro-
phin isoforms reported to date. al-syntrophin is a crucial
component of the DGC, and it is an adaptor protein that
binds various signaling proteins. Previous studies showed
that ol -syntrophin interacts with several ion channels; for
example, in cardiomyocytes, it interacts with voltage-gated
Na* channels of the Nay1.5 class through its PDZ domain
[15, 25, 34]. To investigate whether a1-syntrophin interacts
with the Cay2.1 channel, we next performed immunopre-
cipitation experiments in brain lysates using an antibody
directed against al-syntrophin. Figure 1D shows a~ 190 kDa
band when the antibody that recognizes Cay2.1 was used
(IP lane), suggesting that ol-syntrophin interacts with the
channel. Likewise, to investigate whether the Cay channel
auxiliary subunits were part of this interaction, we con-
ducted western blot analyses using anti-Cayp, antibody
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(Fig. 1E). The results indicated the presence of two bands
of ~57 and ~40 kDa corresponding to the Cayf,, and Cayf 4.
isoforms [12], respectively (IN lane in the brain). Unexpect-
edly, Cayf,. co-immunoprecipitated with «l-syntrophin
(Fig. 1E; IP lane in brain; and IN lanes in cerebellum and
hippocampus). As can also be seen in Fig. 1E, in the two lat-
ter regions, the Cayp,. subunit co-immunoprecipitated with
al-syntrophin (IP lanes). Last, we explored the potential
interaction of the Cay,3-1 subunit with al-syntrophin in
the brain, cerebellum, and hippocampal lysates. Figure 1D
shows the presence of a~140 kDa band corresponding to
Cayu,0-1, supporting the idea that the auxiliary subunit
interacts with aul-syntrophin. Collectively, these data suggest
that Cay2.1, Cay,6-1, Cayfy., Dpl40, and al-syntrophin
form part of a stable multiprotein complex in the brain.

Dp140 colocalizes with Cay2.1 and Caya,5-1 in the hip-
pocampus and cerebellum.

To elucidate whether Dp140 and Cay2.1 are in close
proximity (within <40 nm) in the mouse brain, we used a
proximity ligation assay (PLA). Coronal brain sections were
incubated with the anti-dystrophin and anti-Cay2.1 anti-
bodies. We detected numerous fluorescent red dots in these
assays, indicating that Dp140 and Cay2.1 are expressed and
interact in the hippocampus (Fig. 2A) and the cerebellum
(Fig. 2B). Likewise, upon incubation with anti-dystrophin
and anti-Cay,8-1 antibodies, we identified the interaction

Scale bar 10 pm
Fig.2 Dystrophin interacts with Cay2.1 channels in the hippocam-
pus and the cerebellum. Confocal images of 20 um coronal sections
of mouse brain (A) and cerebellum (B) after proximity ligation assay
AMT A _ ThinlinalY sigime dvatonmliin amd 2 D 1 ambihadiae T A cigmale
(PLA-Duolink) using dystrophin and Cay2.1 antibodics. PLA signals
(red dots) represent dual recognition against dystrophin and Cay2.1.
DAPI (blue) was used for nuclear staining, and cell structures were
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of Dp140 with the auxiliary subunit also in the hippocam-
pus and the cerebellum (Fig. 3A and B). In both combina-
tions of antibodies, the punctate was located in the axons
(these structures were contrasted with a neuronal marker
for clarity), and we observed a dots line following the axon
trajectory (zoom panel). Negative controls, where the pri-
mary antibodies were omitted, resulted in no observable
fluorescent signal (control panel), confirming that the pairs
of secondary probes used do not bind close to each other in
a non-specific manner.

Dp140 and «l-syntrophin increase the Cay2.1 protein
stability.

Dystrophin and ol-syntrophin can bind to various ion
channels regulating their clustering, stability, and biophysi-
cal properties [24]. To directly determine whether these
two proteins affect the stability of Cay2.1, HEK-293 cells
transiently transfected with the channel complex (plasmids
encoding Cay2.1ay, Caya,d-1, and Cayfy.) with and with-
out Dp140 and ol-syntrophin were treated with the protein
synthesis inhibitor cycloheximide for various times (8, 24,
32 and 48 h). With de novo protein synthesis blocked, the
stability of Cay2.1 was determined by western blot analy-
sis. Total Cay2.1 levels were most stable when Dp140 and
al-syntrophin were present (Fig. 4A). Indeed, our data indi-
cate that Dp140 and ol-syntrophin significantly increased
the half-life of Cay2.1 (Fig. 4B). Here, it is worth noting

Control

Control

Hm 10 ym

visualized using a neuronal marker conjugated to Alexa Fluor 488
(green) for counterstaining. Control experiments were performed in
the absence of primary antibodies. Sections were examined using a

Zoice TEM 710 Do
Zeis8 LoM /10 Duo

eatifaral sheraseste THATEY Sfe- FARratpatAtve
CONtocar microsCope. 1mages arc represcntative

results of three independent replicates (obtained from tissue of three
different animals)



Pflligers Archiv - European Journal of Physiology (2023) 475:595-606

601

A) Caya,5-1/Dp

B) Caya,5-1/Dp

Scale bar 10 um

Fig.3 Dystrophin interacts with Caya,d-1 in the hippocampus and
the cerebellum. Confocal images of 20 um coronal sections of mouse
brain (A) and cerebellum (B) after proximity ligation assay (PLA-
Duolink) using dystrophin and Caya,3-1 antibodies. PLA signals (red
dots) represent dual recognition against dystrophin and the Cayo,5-1
subunit. DAPI (blue) was used for nuclear staining, and cell struc-
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Fig.4 Dystrophin Dp140 and «l-syntrophin increase the Cay2.1
half-life. (A) Representative immunoblots comparing the effect of
Dp140/al-syn co-expression on protein stability of human Cay2.1
subunit. The Cay2.1 protein turnover kinetics in HEK-293 cells was
analyzed by applying cycloheximide (CHX) with the indicated treat-
ment durations (h). The upper panel shows a representative blot of
lysates from cells expressing Cay2.1/Cayo,8-1/Cayf,, used as con-
trols (n=3). The lower panel corresponds to cell extracts from HEK-
293 cells expressing Cay2.1/Cayo,5-1/Cayfy, channels in the pres-

Control

Control
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2um

tures were visualized with a neuronal marker conjugated to Alexa
Fluor 488 (green) for counterstaining. Control experiments were
performed in the absence of primary antibodies. The sections were
examined using a Zeiss LSM 710 Duo confocal microscope. Images
are representative results of three independent replicates (obtained
from tissue of three different animals)
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ence of Dpl140/al-syn as indicated. (B) Quantification of Cay2.10;
protein half-life in the absence or presence of Dpl40/al-syntrophin
normalized to actin (filled and empty symbols, respectively). The
quantification was performed by normalizing the total protein over
that of actin. Data points were fit to linear functions, and their slopes
were compared. The last point does not have an apparent scatter bar
since the standard error of the mean was small and masked by the
symbol's size. However, the data corresponds also to the quantifica-
tion of several separate experiments (P <0.02; n=4)
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that the statistical analysis was not performed point by point
on each time interval. Instead, experimental data were fit
to linear functions, and their slopes were compared. The
average slope for the control was -24.3 +5.2, while for the
condition in the presence of Dp140 and «l-syntrophin it was
-62.4+10.9 (P <0.02).

Here, it should also be noted that when multiple transfec-
tions are performed, as in this case where up to five differ-
ent plasmids were used simultaneously, the question arises
as to whether all the proteins encoded by the plasmids are
being expressed in the system. Lack of expression of one or
more of them could cause artifactual responses or lack of
phenotype. However, the estimation of the efficiency of the
transfection frequently constitutes a challenge for this type
of experiments. Therefore, we next performed a series of
western blot control experiments to detect the expression
of all the proteins of interest after simultaneous transfection
with the five plasmids used in the present study (pcDNA3.1-
Dpl40-GFP, pcDNA3. 1-a1-syntrophin-GFP, pCM V-Tag2B-
Cayp,., pPCDNA3-Cay2.1, and pCDNA3-Cayx,0-1). This
analysis showed that all proteins were expressed in our sys-
tem after transfection (Suppl. Fig. 1).

Dp140 and «1-syntrophin contribute to determine the
levels of Cas,2.1 channels in the cell membrane.

The change in the half-life of Ca+2.1 may increase the
levels of the channel in the plasma membrane. To deter-
mine whether there is an increase in the channel number
in the membrane, we performed a biotinylation assay of
cell-surface proteins. HEK-293 cells transfected with the
channel complex in the absence and presence of Dp140 and
al-syntrophin. After 48 h of transfection, membrane pro-
teins were labeled with biotin and isolated. Subsequently,
we measured the levels of Cay2.1 in the plasma mem-
brane and total protein extracts by Western blotting. This
analysis showed that though co-expression of Dpl40 and
al-syntrophin causes an apparent increase in the amount
of Cay2.1 channels in both the plasma membrane and total
extracts, the differences observed were not statistically sig-
nificant (Suppl. Fig. 2).

Next, we sought to determine the possible functional
impact of the described molecular interactions. To that
end, electrophysiological recordings were carried out
using the whole cell mode of the patch-clamp technique as
described elsewhere [14], using HEK-293 cells heterologous
expressing Cay,2.1 channel subunits (Cay,2.1a;, Caya,8-1,
and Cayf,.), in the absence or presence of Dpl40 and
al-syntrophin. Forty-eight h after transfection, the cells
were subjected to electrophysiological recording, and the
currents using barium as a charge carrier were compared
in the two experimental conditions. Figure 5A shows typi-
cal superimposed current traces in response to 10 mV test
pulses from a holding potential of -80 mV, showing that the
presence of Dp140 and al-syntrophin induces a significant
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increase in the amplitude of the current. On average, the
increase in maximum current density (7 /C,_) was about 40%
(P <0.05; Fig. 5B). This increase is also significant at vari-
ous voltages evaluated, as shown by the comparison of the
current-voltage curves in Fig. 5C.

In contrast, the presence of Dpl140 and al-syntrophin
did not modify the position of the conductance and steady-
state inactivation curves on the voltage axis (Fig. 5D and E,
respectively). Similarly, neither the activation nor the inac-
tivation kinetics during the pulse is affected by the presence
of Dp140 and a1-syntrophin (Fig. 5F). The fact that there is
an increase in current density, without affecting the kinetics
or the voltage dependence of the currents, suggests that the
effect of Dp140 and al-syntrophin is on the number of chan-
nels (n) in the plasma membrane and not on its functional
properties. These findings fully agree with the data obtained
in the cycloheximide assays, which show an increase in the
Ca.2.1a, protein stability, and with those of biotinylation,
which show an increase in the channel protein in the plasma
membrane.

In sharp contrast, the results of our functional assays
show that the activity of the Ca,2.1 channels in the pres-
ence of the full-length Ca.f,, subunit does not change sig-
nificantly when Dp140 and &1-syntrophin are overexpressed.
Figure 5G shows representative superimposed current traces
in response to activating pulses, showing that the presence
of Dpl140 and al-syntrophin do not have an effect on current
amplitude when the channel complex comprises the full-
length variant of the Ca+,$4 subunit. The same is true for
all the voltages explored, as shown in the comparison of the
current- and conductance-voltage curves (Fig. 5H and I).
Taken together, these results suggest that the effect Dp140
and al-syntrophin on channel activity depends on Cavp,,
and is independent of Cavp,, subunit.

Discussion

Cay2 channels consist of a pore-forming Caya, subunit
and at least two distinet auxiliary subunits called Ca.p
and Caa,3 [37]. Occasionally, a third auxiliary subunit
called Cayy may be associated with the channel complex
[20]. Likewise, proteome studies have revealed that the
Ca.,2 channel is part of a microenvironment of about 200
proteins in addition to the aforementioned auxiliary sub-
units. Thus, several classes of proteins form this macro-
complex, and interestingly, some of these proteins belong
to the dystrophin-associated glycoprotein complex [26].
The present work shows evidence that the Ca., 2.1 channel
interacts with dystrophin and the DGC. Our co-immunopre-
cipitation assays show the molecular identity of a protein
complex formed by the Ca+2.1 channel and its auxiliary
subunits Cayf,. and Caya,5-1, together with Dp140 and
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Fig.5 Dpl40/al-syntrophin augments the number of Cay2.1 chan-
nels in the membrane. (A) Representative superimposed current
traces through neuronal Cay2.1 channels obtained in HEK-293
cells in the control condition (transfected with the cDNA encoding
the channel complex), and co-transfected with the cDNA that code
for Dp140/al-syn. It is worth recalling that, in this case, the trans-
fected auxiliary subunit was the short version Caypy.. (B) Bar graph
comparing the average peak current density (pA/pF) through the
heterologously expressed channels as in (A). Data are presented as
the mean+standard error, and the asterisk indicates statistical sig-
nificance (p<0.05 Student's t-test). (C) I-V curves for Cay2.1 chan-
nels recorded in HEK-293 cells transfected as in (A). The number
of recorded cells is indicated in parentheses. (D) Comparison of the
curves of normalized maximum conductance as a function of volt-
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age in the absence and presence of Dpl40/al-syn. (E) Comparison
of steady-state inactivation curves in the absence and presence of
Dp140/al-syn as indicated. (F) Bar graph comparing the time con-
stant () of activation (left) and inactivation during the pulse (right)
in control and co-transfected cells with Dp140/al-syn. (G) Repre-
sentative superimposed current traces through neuronal Cay2.1 chan-
nels obtained in HEK-293 cells in the control condition (transfected
with the cDNA encoding the channel complex) and co-transfected
with the cDNA that code for Dp140/al-syn. In this case, the channel
complex included the full-length Cayp,, auxiliary subunit. (H) Com-
parison of the I-V curves for Cay2.1 channels recorded in HEK-293
cells transfected as in (A). (I) Comparison of the curves of maximum
conductance as a function of voltage in the absence and presence of
Dp140/al-syn
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al-syntrophin in the mouse brain. Likewise, using PLA
assays, we confirmed the interaction of Ca.;2.1 with dystro-
phin. Interestingly, in some brain regions, the distribution of
these molecular complexes is a succession of points all along
the axon. Furthermore, we show that the association of the
channel with Dp140 and al-syntrophin changes the stability
of the Cay;2.1 protein, increasing its half-life. We speculate
that this change may have a functional consequence since it
helps stabilize the channel at the plasma membrane, increas-
ing its number and augmenting current density.

Recent studies have shown that the absence of Dpl140
impairs glutamatergic transmission in basolateral neurons of
the amygdala in mdx52 mice [19]. In particular, it has been
reported that there is a decrease in the excitatory/inhibi-
tory postsynaptic current ratio and the frequency of min-
iature excitatory postsynaptic currents. These data suggest
that the plasticity of synapses is different in mice lacking
Dp140. Furthermore, the absence of Dp140 also decreases
the expression of VGLUT1 and, consequently, the number
of presynaptic vesicles [19]. Interestingly, Ca.;2.1 channels
located in presynaptic terminals, soma membranes, and den-
drites have a prominent role in the action potential-triggered
neurotransmitter release and spontaneous neurotransmitter
release in the resting state [27, 31]. Furthermore, the spon-
taneous glutamatergic release is triggered by an increase
in Ca®* produced by the stochastic opening of Cay, chan-
nels [10]. This spontaneous release of neurotransmitters is
a calmodulin-dependent process and requires presynaptic
vesicles in the vicinity of the Cas,2.1 channels [23].

As mentioned earlier, dystrophin forms a larger molecular
complex composed of dystroglycans, sarcoglycans, sarcospan,
dystrobrevins, and syntrophin [3, 8, 9]. In particular, two syn-
trophin binding sites are known to exist at the carboxyl ter-
minus of dystrophin. Syntrophins are a multigene family of
cell membrane-associated adapter proteins that may interact
with various proteins, implicating syntrophins in numerous
cell signaling pathways [9]. For example, in the brain, it has
been shown that al-syntrophin may interact with nNOS in
specific neurons and that it can also bind to the C-terminus of
voltage-gated sodium channels in skeletal and cardiac mus-
cle [9, 14]. The idea that the dystrophin/syntrophin complex
interacts with ion channels and regulates their function has
also been proposed for TRPC channels [9, 36]. These studies
highlight the central role of al-syntrophin in maintaining a
signaling complex anchored to the dystrophin scaffold neces-
sary for proper ion channel expression and function.

Another essential component in the organization of the
presynaptic membrane is the auxiliary subunit Cao,8-1.
Indeed, it is well known that the release of neurotransmit-
ters mediated by Cas,2.1 channels depends on the interac-
tion of Cayu,0-1 with a-neurexin. The latter protein is
a positive regulator of Cay2.1 channels and is known to
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interact with a-dystroglycan, a member of the DGC [6,
35]. This reveals that glutamatergic transmission is a pro-
cess in which Cay2.1 and Caya,8-1 are involved. In this
context, our results suggest that Dp140 and al-syntrophin
cluster the Cay2.1 channel complex into a nanodomain
where calmodulin and the neurotransmitter-containing
vesicles are in close proximity. The PLA assay results sup-
port this speculation since the interaction between Dp140
and the Cay,2.1/Caa,5-1 complex has a somatodendritic
localization in the hippocampus and cerebellum. In addi-
tion, our electrophysiological analyses showed that this
interaction, which increases the half-life of the protein,
also influences the activity of the channels, which could
determine the adequate release of neurotransmitters.

A distinctive feature of this novel molecular interaction
between Dpl40/al-systrophin and the Cay,2.1 channel com-
plex is the involvement of the Ca,f,. subunit. This protein
is a short variant of the full-length Ca.,, auxiliary subunit
highly expressed in the hippocampus, cortex, and cerebellum
[33]. At the cellular level, the Ca+[3,, isoform is abundant
in the distal axon and, unlike the full-length Cap, subunit,
does not display any nuclear targeting properties. In addi-
tion, this variant fulfills functions dependent on its associa-
tion with the Cay, channels in the presynapsis [12]. Notably,
the results of our functional assays show that the activity
of the Cay2.1 channels in the presence of the full-length
Ca.p, subunit does not change significantly when Dp140
and a1-syntrophin are overexpressed. In contrast, co-expres-
sion of the short variant Cas,(,, with Dp140/al-syntrophin
causes a substantial increase in channel activity. This find-
ing supports the notion that the function of the Dp140/
al-syntrophin complex is to interact with the Cayf,. subunit
to regulate the Cay,2.1 channels in the plasma membrane.

In summary, our studies show, for the first time, experi-
mental evidence for the formation of a specific molecular
complex between Dpl40/al-syntrophin and the neuronal
Ca.,2.1 channel. Furthermore, this interaction regulates the
channels in the plasma membrane that would contribute
to the correct release of neurotransmitters in the synapsis.
On the other hand, our data also stress the importance
of revealing the molecular interactions of dystrophin,
the DGC, and the Cas; channels in the nervous system to
understand better how their dysregulation may contribute
to deficiencies in neurological disorders found in various
human disease including Duchenne muscular dystrophy.
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