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Preface  

 

D y s t r o p h i n  Dp 7 1 ,  t h e  ma i n  DM D p r o d u c t  e x p r e s s e d  i n  c e n t r a l  n e r v o u s  

s y s t e m h a s  b e e n  h i g h l y  s t u d i e d  d u e  t o  i t s  f u n c t i o n a l  i mp l i c a t i o n  i n  

d i f f e r e n t  c e l l  p r o c e s s e s  s u c h  a s :  n e u r o n a l  p l a s t i c i t y ,  c e l l  a d h e s i o n ,  r e t i n a l  

h o me o s t a s i s ,  c e l l  d i f f e r e n t i a t i o n ,  c e l l  p r o l i f e r a t i o n ,  a c t i n - c y t o s k e l e t o n  

r e mo d e l i n g  a n d  n u c l e a r  e n v e l o p e -a s s o c i a t e d  f u n c t i o n .  Re ma r k a b l y ,  

mu t a t i o n s  i n  Dp 7 1  h a v e  b e e n  a s s o c i a t e d  w i t h  a l t e r a t i o n s  i n  t h e  f u n c t i o n i n g  

o f  t h e  c e n t r a l  n e r vo u s  s ys t e m,  s p e c i f i c a l l y  i n  t h e  me n t a l  i mp a i r me n t  

o b s e r v e d  i n  p a t i e n t s  w i t h  DM D.  In  r e t i n a ,  D p 7 1  i s  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  

c o r r e c t  e x p r e s s i o n  a n d  l o c a l i za t i o n  o f  AQ P 4  a n d  K i r 4 . 1  c h a n n e l s  i n  M ü l l e r  

G l i a l  Ce l l s  ( M G C) ,  a d d i t i o n a l l y ,  i n  r e t i n a l  a s t r o c y t e s  D p 7 1  p a r t i c i p a t e s  

r e g u l a t i n g  t h e  a s t r o c y t e  mo r p h o l o g y  a n d  d e n s i t y  a n d  i s  a s s o c i a t e d  w i t h  t he  

s u b s e q u e n t  n o r ma l  b l o o d  v e s s e l  d e v e l o p me n t .    

T h e  b l o o d - r e t i n a l  b a r r i e r  ( BR B)  p l a y s  a n  i mp o r t a n t  r o l e  i n  t h e  r e g u l a t i o n  

o f  t h e  h o me o s t a t i c  a n d  t h e  mi c r o e n v i r o n me n t  i n  t h e  r e t i n a .  T h e  i n t e r n a l  

B R B i s  f o r me d  b y  t i g h t  j u n c t i o n s  b e t w e e n  t h e  e n d o t h e l i a l  c e l l s  o f  t he  

r e t i n a l  c a p i l l a r i e s .  M G C,  a s t r o c y t e s  a n d  p e r i c y t e s  c o n t r i b u t e  t o  t h e  

f u n c t i o n i n g  o f  t h e  i n t e r n a l  B HR .  Br e a k d o wn  o f  t h e  i n n e r  b l o o d – r e t i n a l  

b a r r i e r  ( i B R B)  o c c u r s  i n  ma n y  r e t i n a l  d i s o r d e r s  a n d  ma y  c a u s e  r e t i n a l  

e d e ma  o f t e n  r e s p o n s i b l e  f o r  v i s i o n  l o s s .  A s  d ys t r o p h i n  Dp 7 1  i s  i n v o l ve d  i n  

t h e  c o r r e c t  f u n c t i o n i n g  o f  b o t h ,  a s t r o c y t e s  a n d  M GC ,  a n d  o n  t h e  o t h e r  

h a n d  t h e  i mp o r t a n c e  o f  t h e  f o r ma t i o n  a n d  ma i n t e n a n c e  o f  B RB ,  i t  i s  o f  

g r e a t  i n t e r e s t  t o  s t u d y  t h e  r o l e  o f  Dp 7 1  a s  we l l  a s  t h e  c h a n g e s  i n  i t s  

e x p r e s s i o n  d u r i n g  a  p a t h o l o g i c a l  p r o c e s s  p r e s e n t  i n  d i f f e r e n t  r e t i n a l  

d i s e a s e s  s u c h  a s  e d e ma .  

In  t h i s  wo r k ,  we  s t u d i e d  t h e  r o l e  o f  d y s t r o p h i n  Dp 7 1  d u r i n g  t h e  e d e ma  

f o r ma t i o n  a n d  r e s o l u t i o n ,  t h e  mo l e c u l a r  c h a n ge s  a s s o c i a t e d  w i t h  t h i s  

e d e ma ,  t h e  p a t h wa y  l e a d i n g  t o  t h e  e d e ma  f o r ma t i o n  a n d  w h e r e  a r e  t h e  

d e x a me t h a s o n e  ( De x )  t a r ge t s  a n d  t h e  u s e  o f  l o we r  d o s e s  o f  d i f f e r e n t  
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g l u c o c o r t i c o i d s  ( GCs )  t o  p r e ve n t  t h e  mo l e c u l a r  c h a n ge s  a s s o c i a t e d  w i t h  

M GC  e d e ma .   

D u e  t o  t h e  r e l e va n c e  o f  t i g h t  j u n c t i o n s  i n  t h e  c o r r e c t  f u n c t i o n i n g  o f  B RB 

a n d  t h e  p r e v i o u s  k n o wl e d ge  r e g a r d i n g  t h e  p r e s e n c e  o f  s p e c i f i c  i s o f o r ms  o f  

D p 7 1  a n d  ε -S G  i n  t h e  c o n t a c t  s i t e s  b e t we e n  P C1 2  c e l l s ,  we  a l s o  

i n v e s t i ga t e d  t h e  p o s s i b l e  i n t e r a c t i o n s  b e t we e n  Dp 7 1  i s o f o r ms  a n d  ε -S G  i n  

t h e  i n t e r c e l l u l a r  r e g i o n .  

T h e  w o r k  wa s  p e r f o r me d  i n  t w o  i n s t i t u t i o n s  i n  wh i c h  t h e  r e t i n a  a n d  P C 1 2  

c e l l s  a r e  b e i n g  s t u d i e d :  In s t i t u t e  d e  l a  V i s i o n  i n  P a r i s  a n d  Ce n t r o  d e  

In v e s t i g a c i ó n  y  d e  E s t u d i o s  A v a n za d o s  d e l  IP N  i n  M e x i c o .  T h e  t w o  g r o u p s  

i n v o l ve d  i n  t h i s  wo r k  a r e  e x p e r t s  i n  t h e  s t u d y  o f  Dp 7 1  f u n c t i o n  i n  t h e  

n e r vo u s  s y s t e m.  Du e  t o  t h e  q u e s t i o n s  a n s we r e d  i n  t h i s  t h e s i s ,  t h e  

ma n u s c r i p t  h a s  b e e n  s t r u c t u r e d  i n  t wo  p a r t s :  t h e  f i r s t  o n e  i n vo l v e s  t h e  r o l e  

o f  Dp 7 1  i n  t h e  f o r ma t i o n  a n d  r e s o l u t i o n  o f  r e t i n a l  e d e ma  a s  we l l  a s  t h e  

s t u d y  o f  De x  me c h a n i s m o f  a c t i o n  a n d  t h e  u s e  o f  o t h e r  GC s  a s  t h e r a p e u t i c  

a l t e r n a t i ve s  a n d  t h e  s e c o n d  p a r t  r e f e r s  t o  t h e  p a r t i c i p a t i o n  o f  Dp 7 1  a n d  ε -

S G  i n  t h e  i n t e r c e l l u l a r  i n t e r a c t i o n s  i n  P C1 2  c e l l s .   
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Abbreviat ions  

 

A A :  A r a c h i d o n i c  a c i d  

A T P :  A d e n o s i n e  t r i p h o s p h a t e  

B a 2 + :  B a r i u m  

B R B :  B l o o d - R e t i n a l  B a r r i e r  

B r o m o :  4 - B r o m o f e n a c i l  b r o m i d e  

C a 2 + :  C a l c i u m  

C N S :  C e n t r a l  N e r v o u s  s y s t e m  

C O X :  C y c l o o x y g e n a s e  

C - t e r m i n a l :  C a r b o x y - t e r m i n a l   

C x 4 3 :  C o n n e x i n  4 3  

D A P C :  D y s t r o p h i n  A s s o c i a t e d  P r o t e i n  C o m p l e x  

D A P s :  D y s t r o p h i n  A s s o c i a t e d  P r o t e i n s  

D e x :  D e x a m e t h a s o n e  

D M D :  D u c h e n n e  M u s c u l a r  D y s t r o p h y  

D o x :  D o x y c y c l i n e  

E I U :  E n d o t o x i n - i n d u c e d  u v e i t i s   

F G F :  F i b r o b l a s t  G r o w t h  F a c t o r s  

F l u o :  F l u o c i n o l o n e  a c e t o n i d e  

G C :  G l u c o c o r t i c o i d s  

G C L :  g a n g l i o n  c e l l  l a y e r   

G F A P :  G l i a l  f i b r i l l a r y  a c i d i c  p r o t e i n  
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G S :  G l u t a m i n e  s y n t h e t a s e  

H B E :  Hu ma n  Br o n c h i a l  E p i t h e l i u m  

H E :  H e m a t o x y l i n - E o s i n e  

H E T E :  H y d r o x y e i c o s a t e t r a e n o i c  a c i d s  

H P E T E s :  H y d r o p e r o x y e i c o s a t e t r a e n o i c  a c i d s  

B R B :  B l o o d - R e t i n a l  B a r r i e r  

i B R B :  i n n e r  B l o o d - R e t i n a l  B a r r i e r  

I L M :  i n n e r  l i m i t i n g  m e m b r a n e  

I n d o :  I n d o m e t h a c i n   

I N L :  i n n e r  n u c l e a r  l a y e r  

I P L :  i n n e r  p l e x i f o r m  l a y e r   

K + :  P o t a s s i u m  

L O X :  L i p o x y g e n a s e  

L T s :  L e u k o t r i e n e s  

L X s :  L i p o x i n s  

M G C :  M ü l l e r  G l i a l  C e l l s  

m R N A :  m e s s e n g e r  R i b o n u c l e i c  A c i d  

N G F :  N e u r o n a l  G r o w t h  F a c t o r   

n N O S :  n e u r o n a l  N i t r i c  O x i d e  S y n t h a s e s  

N - t e r m i n a l :  A m i n o - t e r m i n a l  

O L M :  o u t e r  l i m i t i n g  l a y e r  

O N L :  o u t e r  n u c l e a r  l a y e r   

P G s :  P r o s t a g l a n d i n s   

P L A 2 :  P h o s p h o l i p a s e  A 2  

R T - q P C R :  Q u a n t i t a t i v e  r e v e r s e  t r a n s c r i p t i o n  P C R   

T G F :  T r a n s f o r m i n g  G r o w t h  F a c t o r  
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T J :  T i g h t  j u n c t i o n  

T N F :  T u m o r  N e c r o s i s  F a c t o r  

T r i a m :  T r i a m c i n o l o n e  

V E G F :  V a s c u l a r  G r o w t h  F a c t o r  
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Introduction  

Retina 

 

Overv iew 

T h e  v i s i o n  c o mp r i s e s  t h e  a c q u i s i t i o n  o f  l u mi n o u s  s t i mu l u s  i n  t h e  a n t e r i o r  

s e g me n t  o f  t h e  e y e ,  t h e n  t h e  t r a n s d u c t i o n  a n d  t r a n s mi s s i o n  o f  t h e  

i n f o r ma t i o n  b y  t h e  r e t i n a  t o  t h e  v i s u a l  a r e a s  o f  t h e  b r a i n  t h r o u gh  t he  

o p t i c a l  n e r v e .  T h e  r e t i n a  i s  t h e  i n n e r mo s t  l a ye r  o f  t h e  e y e  t h a t  a l l o ws  t h e  

r e c e p t i o n  a n d  t r a n s mi s s i o n  o f  v i s u a l  i n f o r ma t i o n  t o  s p e c i a l i z e d  c e r e b r a l  

s t r u c t u r e s .  I n  t h e  r e t i n a ,  t h e  c o mp l e x  n e u r a l  c i r c u i t r y  c o n ve r t s  t h e  

p h o t o r e c e p t o r s  e l e c t r i c a l  a c t i v i t y  i n t o  a c t i o n  p o t e n t i a l s  t h a t  t r a ve l  t o  t he  

b r a i n .  T h e n ,  t h e  r e t i n a  i s  c o n s i d e r e d  a n  e x t e n s i o n  o f  t h e  c e n t r a l  n e r v o us  

s y s t e m ( P u r ve s ,  Da l e  e t  a l . ,  2 0 0 1 ) .   

R e t i n a l  f u n c t i o n  c o n s i s t s  o f  e a r l y  d e t e c t i o n  a n d  a n a l ys i s  o f  v i s u a l  

i n f o r ma t i o n ;  i t  i s  a n  i n t e g r a t e d  p a r t  o f  t h e  v i s u a l  a n a l y s i s  a p p a r a t u s  

p r e s e n t  i n  t h e  t h a l a mu s ,  c o r t e x  a n d  o t h e r  a r e a s  o f  t h e  c e n t r a l  n e r vo u s  

s y s t e m.  T h e  r e t i n a ,  l o c a t e d  i n  t h e  p o s t e r i o r  p a r t  o f  t h e  e ye ,  b e t we e n  t h e  

v i t r e o u s  a n d  t h e  c h o r o i d  c o n s i s t s  o f  v a s c u l a r  c e l l s  ( e n d o t h e l i a l  c e l l s  a n d  

p e r i c y t e s ) ,  ma c r o g l i a  ( M ü l l e r  c e l l s  a n d  a s t r o c y t e s ) ,  m i c r o g l i a ,  n e u r o n s  

( p h o t o r e c e p t o r s ,  b i p o l a r  c e l l s ,  a ma c r i n e  c e l l s ,  h o r i z o n t a l  c e l l s  a n d  

g a n g l i o n  c e l l s ) ,  p i g me n t e d  e p i t h e l i u m a n d  mi c r o g l i a  ( r e s i d e n t  

ma c r o p h a g e s ) .   

I n t o  t h e  r e t i n a ,  t h e  c e l l  b o d i e s  a n d  p r o c e s s e s  f r o m  t h e s e  c e l l s  a r e  

o r g a n i z e d  i n t o  e i g h t  l a ye r s :  t h e  n e r ve  f i b e r ,  t h e  c e l l u l a r  g a n g l i o n  l a y e r ,  

t h e  i n n e r  p l e x i f o r m l a ye r ,  t h e  i n n e r  n u c l e a r  l a y e r ,  t h e  o u t e r  p l e x i f o r m 

l a y e r ,  t h e  o u t e r  n u c l e a r  l a y e r ,  t h e  p h o t o r e c e p t o r  l a ye r  ( c o n e s  a n d  r o d s )  a n d  

r e t i n a l  p i g me n t  e p i t h e l i u m ( F i g .  1 )  ( D ye r  a n d  Ce p ko ,  2 0 0 1 ;  Ru n k l e  a n d  

A n t o n e t t i ,  2 0 1 1 ) .  T h e  p r o c e s s e s  a n d  s y n a p t i c  c o n t a c t s  a r e  l o c a t e d  i n  t h e  

i n n e r  p l e x i f o r m a n d  o u t e r  p l e x i f o r m l a y e r s ;  t h e  ma j o r  r o u t e  o f  i n f o r ma t i o n  

f l o w  g o e s  t h r u  p h o t o r e c e p t o r  c e l l s  t o  b i p o l a r  c e l l s  t o  g a n g l i o n  c e l l s  t o  

o p t i c  n e r ve .   
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T h e  c e l l  b o d i e s  a n d  p r o c e s s e s  o f  t h e s e  n e u r o n s  a r e  s t a c k e d  i n  a l t e r n a t i n g  

l a y e r s ,  w i t h  t h e  c e l l  b o d i e s  l o c a t e d  i n  t h e  i n n e r  n u c l e a r ,  o u t e r  n u c l e a r ,  a n d  

g a n g l i o n  c e l l  l a ye r s ,  a n d  t h e  p r o c e s s e s  a n d  s yn a p t i c  c o n t a c t s  a r e  l o c a t e d  i n  

t h e  i n n e r  p l e x i f o r m a n d  o u t e r  p l e x i f o r m l a ye r s  ( F i g .  1 ) .  A  d i r e c t  t h r e e  

n e u r o n  c h a i n — p h o t o r e c e p t o r  c e l l  t o  b i p o l a r  c e l l  t o  g a n g l i o n  c e l l — i s  t h e  

ma j o r  r o u t e  o f  i n f o r ma t i o n  f l o w  f r o m p h o t o r e c e p t o r s  t o  t h e  o p t i c  n e r v e .  

I t  h a s  b e e n  p r o ve d  t h a t  t h e  i s o l a t e d  r e t i n a  h a s  mu l t i p l e  a d v a n t a g e s  t o  s t u d y  

i n t e r a c t i o n s  i n  i n t a c t  n e r v o u s  s ys t e m.  T h e  r e t i n a  c a n  b e  d i s s e c t e d  i n t a c t ,  

c a n  b e  c o n s e r v e d ,  a c t i va t e d  a n d  mo n i t o r e d  i n  c u l t u r e  c o n d i t i o n s  ( Ne w ma n ,  

2 0 0 4 ) .  

 

 

F i g u r e  1 . - Ce l l u l a r  o r g a n i z a t i o n  i n  t h e  r e t i n a .    

A .  T h e  i n c i d e n t  l i gh t  e n t e r s  t h e  e y e  t h r o u gh  t h e  c o r n e a ,  c r o s s  

t h e  p u p i l  a n d  t h e  l e n s ;  o n  t h e  b a c k  o f  t h e  e y e ,  t h e  l i g h t  r e a c h e s  

t h e  r e t i n a ,  h e r e  i s  a b s o r b e d  b y  t h e  c o n e  a n d  r o d  p h o t o r e c e p t o r s  

a f t e r  t r a v e r s i n g  s e ve r a l  r e t i n a l  l a y e r s  B .  c e l l u l a r  o r ga n i z a t i o n  

i n  t h e  r e t i n a .  Ob s e r v e d  r e t i n a l  p i g me n t  e p i t h e l i u m ( 1 )  f o l l o w ed  

b y  p h o t o r e c e p t o r  l a y e r  ( 2 )  r o d s  a n d  c o n e s ,  t h e  e x t e r n a l  l i m i t i n g  

me mb r a n e  ( 3 )  p h o t o r e c e p t o r  c e l l  b o d i e s  a r e  f o u n d  i n  t h e  o u t e r  

n u c l e a r  l a y e r  ( 4 ) ,  t h e  a x o n s  o f  t h e  p h o t o - r e c e p t o r s  e n d  u p  i n  

t h e  o u t e r  p l e x i f o r m l a y e r  ( 5 ) ,  t h e  s y n a p s e  w i t h  t h e  h o r i zo n t a l  
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a n d  b i p o l a r  c e l l s  h a p p e n  i n  t h e  i n n e r  n u c l e a r  l a y e r  ( 6 ) ,  t h e  

M ü l l e r  g l i a l  c e l l s  a n d  a ma c r i n e  c e l l s  a r e  a l s o  f o u n d .  B i p o l a r  

c e l l s  t r a n s mi t  s i g n a l s  t h r o u gh  s y n a p s e s  t o  t h e  a ma c r i n e  a n d  

g a n g l i o n  c e l l s  i n  t h e  i n n e r  p l e x i f o r m l a y e r  ( 7 ) .  T h e  g a n g l i o n  

c e l l  l a ye r  ( 8 ) .  T h e  a x o n s  o f  g a n g l i o n  c e l l s  e x t e n d  t h r o u g h  t h e  

o p t i c  n e r ve  a n d  c a r r y  t h e  s i g n a l  t o  t h e  b r a i n .  T h e  e n d f e e t  o f  t h e  

M ü l l e r  g l i a l  c e l l s  o f  f o r m s  p a r t  o f  t h e  e x t e r n a l  a n d  i n t e r n a l  

l i m i t i n g  me mb r a n e s .  h t t p : / / o p e n . l i b . u mn . e d u / i n t r o p s yc /  a n d  

( K o e p p e n  Br u c e  M  a n d  S t a n t o n  Br u c e  A ,  2 0 0 8 ) .  

 

S t ruc ture  

T h e  h u ma n  r e t i n a  i s  a  t h i n  s t r u c t u r e ,  b e i n g  t h i c ke r  n e a r  t h e  o p t i c a l  d i s c  

( 0 . 5 6  mm)  a n d  d e c r e a s i n g  t o  0 . 1  mm  i n  f r o n t  o f  t h e  e q u a t o r i a l  l i n e ,  

c o n t i n u i n g  i n  t h i s  t h i c k n e s s  u p  t o  t h e  o r a  s e r r a t a .  T h e  o p t i c  p a r t  o f  t h e  

r e t i n a  e x t e n d s  f r o m t h e  o p t i c  d i s c  t o  t h e  o r a  s e r r a t a ,  i s  s o f t ,  t r a n s l u c e n t  

a n d  p u r p l e  d u e  t o  t h e  p r e s e n c e  o f  r h o d o p s i n  ( v i s u a l  p u r p l e ) ,  b u t  b e c o me s  

o p a q u e  a n d  wh i t i s h  a s  s o o n  a s  i t  i s  e x p o s e d  t o  l i g h t .  Ne a r  t h e  c e n t e r  o f  t h e  

r e t i n a  a  r e g i o n  o f  5 -6  mm d i a me t e r  c o n t a i n  t h e  ma c u l a  l u t e a ,  a n  e l l i p t i c a l  

a r e a  o f  ye l l o wi s h  c o l o r ;  i t s  c o l o r  i s  d u e  t o  t h e  p r e s e n c e  o f  x a n t h o p h y l l  

d e r i va t i v e s .  T h e  ma c u l a  l u t e a  h a r b o r s  a  c e n t r a l  d e p r e s s i o n ,  t h e  c e n t r a l  

f o v e a  o r  f o v e o l a ,  wh e r e  t h e  v i s u a l  r e s o l u t i o n  i s  h i gh e r  ( S t a n d r i n g ,  S u s a n  

e t  a l . ,  2 0 0 8 ;  T r a t t l e r  W i l l i a m e t  a l . ,  2 0 1 2 ) .  

A l l  t h e  s p e c i a l i ze d  c e l l s  t h a t  c o n f o r m t h e  l a ye r e d  s t r u c t u r e  o f  t h e  r e t i n a ,  

a r e  i n t e r c o n n e c t e d  t h r o u g h  s y n a p s e s .  T h e  l i g h t  t h a t  e n t e r s  t h e  e y e  i s  

c a p t u r e d  b y  t h e  p h o t o - r e c e p t o r  c e l l s  ( r o d s  a n d  c o n e s )  t h a t  a r e  i n  t he  

o u t e r mo s t  l a ye r  o f  t h e  r e t i n a ,  t h i s  i n i t i a t e s  a  c a s c a d e  o f  n e u r o n a l  s i gn a l s  

t h a t  r e a c h e s  t h e  g a n g l i o n  c e l l s  wh o s e  a x o n s  f o r m t h e  o p t i c  n e r ve ;  t h i s  

s p e c i a l i ze d  t i s s u e  i s  r e s p o n s i b l e  f o r  c o n v e r t i n g  v i s i b l e  l i gh t  i n t o  a  

n e u r o c h e mi c a l  s t i mu l u s  t h a t  i s  i n t e r p r e t e d  b y  t h e  b r a i n  a s  v i s i o n  

( S t a n d r i n g ,  S u s a n  e t  a l . ,  2 0 0 8 ) .  

T h e  va s c u l a r  s t r u c t u r e  t h a t  s u p p o r t s  t h e  r e t i n a  p r o v i d e s  t h e  n e c e s s a r y  

n u t r i e n t s  f o r  c o r r e c t  f u n c t i o n i n g ,  mu s t  e x e r t  m i n i ma l  i n t e r f e r e n c e  o n  t h e  

http://open.lib.umn.edu/intropsyc/
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l i g h t  s i g n a l  ma k i n g  n e c e s s a r y  t h e  p r e s e n c e  o f  a  b a r r i e r  t h a t  ma i n t a i n s  t h e  

n e u r a l  e n v i r o n me n t  ( Ru n k l e  a n d  An t o n e t t i  2 0 1 1 ,  L o n d o n ,  Be n h a r  e t  a l . ,  

2 0 1 3 ) .  O x y g e n  a n d  n u t r i e n t s  a r e  p r o v i d e d  b y  t w o  d i s t i n c t  va s c u l a r  s y s t e ms  

w h i c h  a r e  t h e  c h o r o i d a l  a n d  r e t i n a l  n e t w o r k .  T h e  c h o r o i d a l  v a s c u l a r  

n e t w o r k  f o r ms  a  s e t  o f  c a p i l l a r i e s  u n d e r  t h e  r e t i n a l  p i g me n t  e p i t h e l i u m 

c a l l e d  c h o r i o c a p i l l a r i s .  T h i s  c h o r o i d a l  n e t w o r k  f e e d s  t h e  e x t e r n a l  r e t i n a ,  

w h i c h  i n c l u d e s  t h e  p h o t o r e c e p t o r s  a n d  i s  c h a r a c t e r i z e d  b y  f e n e s t r a t e d  

b l o o d  ve s s e l s  t h a t  a l l o ws  t r a n s i t  o f  p r o t e i n s  w i t h  d i v e r s e  mo l e c u l a r  ma s s .  

T h e  r e t i n a l  va s c u l a r  n e t wo r k  i s  s u b d i v i d e d  i n t o  t w o  u p p e r  a n d  l o wer  

b r a n c h e s ,  t h a t  s u p p o r t  t h e  s u p p l y  o f  me t a b o l i c  n e e d s  t o  t h e  i n t e r n a l  l a ye r s  

o f  t h e  r e t i n a .  T h e  r e t i n a l  c a p i l l a r i e s  a r e  n o t  f e n e s t r a t e d  ( S t a n d r i n g ,  S u s a n  

e t  a l . ,  2 0 0 8 ) .  

T h e  B RB  s h o u l d  b e  r e ga r d e d  a s  c o n s i s t i n g  o f  2  ma j o r  c o mp o n e n t s ,  t h e  

e n d o t h e l i u m o f  t h e  r e t i n a l  b l o o d  v e s s e l s  ( i n n e r  B R B)  a n d  t h e  r e t i n a l  

p i g me n t  e p i t h e l i u m ( RP E )  ( o u t e r  B RB)  ( Cu n h a -V a z ,  2 0 1 7 ) .  T h e  s p a c e s  

b e t we e n  t h e  e n d o t h e l i a l  c e l l s  a r e  s e a l e d  b y  t i g h t  j u n c t i o n s  ( F i g .  2 ) ,  

r e s u l t i n g  i n  a  r e s t r i c t e d  p a r a c e l l u l a r  p e r me a b i l i t y .  Be c a u s e  t h e  n e u ro  

r e t i n a  i s  h i g h l y  vu l n e r a b l e ,  c h a n ge s  t h a t  l e a d  t o  r e d u c e  B R B p r o p e r t i e s  c a n  

a f f e c t  v i s u a l  f u n c t i o n  ( K l a a s s e n  e t  a l . ,  2 0 1 3 ) .   
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F i g u r e  2 . -  B l o o d  Re t i n a  B a r r i e r  

S c h e ma t i c  r e p r e s e n t a t i o n  o f  t h e  b l o o d  r e t i n a l  b a r r i e r  ( BR B) .  

L e f t  p a n e l ,  c r yo s e c t i o n  o f  h u ma n  r e t i n a  s t a i n e d  f o r  c l a u d i -5  

( r e d ) .  U p p e r  p a n e l ,  e n d o t h e l i a l  c e l l s  f o r ms  t h e  i n n e r  B RB;  t h e  

p i g me n t  e p i t h e l i a l  c e l l s  f o r m t h e  o u t e r  B RB  s u r r o u n d e d  b y  

p e r i c y t e s  a n d  g l i a l  c e l l  f o o d  p r o c e s s e s  ( K l a a s s e n  e t  a l . ,  2 0 1 3 ) .  

 

M ü l l er  G l ia l  C e l l s  (M G C )  

M ü l l e r  g l i a l  c e l l s  ( M GC)  a r e  t h e  ma yo r  ma c r o g l i a l  c e l l s  i n  v e r t e b r a t e ’ s  

r e t i n a .  M ü l l e r  c e l l s  a r e  s p e c i a l i ze d  g l i a l  c e l l s  t h a t  s p a n  t h e  e n t i r e  

t h i c k n e s s  o f  t h e  n e u r o n a l  r e t i n a  f r o m t h e  v i t r e o u s  s u r f a c e  t o  t h e  s u b r e t i n a l  

s p a c e .  M GC  f o r m a n  a n a t o mi c a l  l i n k  b e t we e n  t h e  n e u r o n s  a n d  t h e  s p a c es  

w h e r e  t h e  e x c h a n ge  o f  mo l e c u l e s  t o  ma i n t a i n  t h e  r e t i n a l  h o me o s t a s i s  a n d  

e n v i r o n me n t  t a ke s  p l a c e  ( Br i n g ma n n  e t  a l . ,  2 0 0 6 ;  Re i c h e n b a c h  a n d  

B r i n g ma n n ,  2 0 1 3 ) .  M GC  f e e d s  f o r ms  t h e  i n n e r  b o r d e r  o f  t h e  r e t i n a  a nd  
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t h e y  e x t e n d  t h e i r  a p i c a l  p r o c e s s e s  i n t o  t h e  p h o t o r e c e p t o r  l a y e r  ( N e w ma n ,  

2 0 0 4 ) .   

M GC a r e  e x t r e me l y  i mp o r t a n t  f o r  r e t i n a l  f u n c t i o n  a s  mo s t  o f  t h e  n u t r i e n t s ,  

i o n s ,  wa t e r ,  wa s t e  mo l e c u l e s  a mo n g  o t h e r  mo l e c u l e s  a r e  t r a n s p o r t e d  

t h r o u g h  M G C  l o c a t e d  b e t w e e n  r e t i n a l  v e s s e l s  a n d  r e t i n a l  n e u r o n s .  T o  

a c h i e ve  t h e i r  f u n c t i o n s  M G C  a r e  s u p p l i e d  w i t h  d i f f e r e n t  i o n s  c h a n n e l s  ( K i r  

f a mi l y  c h a n n e l s ,  C a 2 + -d e p e n d e n t  K +  c h a n n e l s ,  t a n d e m -p o r e  ( T AS K )  

c h a n n e l s ,  l i ga n d  r e c e p t o r s  ( i n s u l i n - l i ke  g r o wt h  f a c t o r  1 ) ,  t r a n s me mb r a n e  

t r a n s p o r t e r s  a n d  e n z y me s  ( g l u t a mi n e  s y n t h e t a s e ) .  I n  h e a l t h y  r e t i n a  M GC 

a r e  i n v o l ve d  i n  g l u c o s e  me t a b o l i s m ,  r e g u l a t i o n  o f  r e t i n a l  b l o o d  f l o w ,  

f o r ma t i o n  a n d  ma i n t e n a n c e  o f  r e t i n a l  b l o o d  b a r r i e r ,  ma i n t a i n i n g  t h e  i o n  

a n d  w a t e r  h o me o s t a s i s ,  n e u r o n a l  s i gn a l i n g  p r o c e s s e s  b y  u p t a ke  a n d  

r e c y c l i n g  o f  n e u r o t r a n s mi t t e r s  a s  we l l  a s  r e l e a s e  a n d  r e c y c l i n g  o f  o t h e r  

f a c t o r s  ( B r i n g ma n n  e t  a l . ,  2 0 0 6 ;  Go l d ma n ,  2 0 1 4 ;  Re i c h e n b a c h  a nd  

B r i n g ma n n ,  2 0 1 3 ) .  

 

A s t ro cy t e s  

T h e  a s t r o c y t e s  h a ve  a  s t e l l a t e  s h a p e  c e l l s  a l mo s t  e x c l u s i v e l y  c o n f i n e d  t o  

t h e  i n n e r mo s t  r e t i n a l  l a ye r s ;  a s t r o c y t e s  ma ke  e x t e n s i ve  c o n t a c t s .  L i ke  

M GC ,  a s t r o c y t i c  p r o c e s s e s  c o v e r  t h e  b l o o d  v e s s e l s  f o r mi n g  t h e  r e t i n a l  

b l o o d  b a r r i e r  a n d  t h e y  h a ve  a  s i gn i f i c a n t  r o l e  i n  t h e  i o n  h o me o s t a s i s .  

A mo n g  t h e  f u n c t i o n s  i n  wh i c h  t h e  a s t r o c y t e s  p a r t i c i p a t e  i n  t h e  b r a i n  i s  t he  

v a s c u l a r  d e v e l o p me n t  b a s e d  o n  t h e  p r i n c i p l e  o f  a n g i o ge n e s i s .  I n  t he  

c e n t r a l  n e r v o u s  s y s t e m,  i t  h a s  b e e n  s h o w n  t h a t  a  p r e - e s t a b l i s h e d  a s t r o c y t e  

n e t w o r k  i s  c r u c i a l  f o r  v a s c u l a r  d e v e l o p me n t .  A  p o t e n t i a l l y  d i r e c t  r o l e  o f  

a s t r o c y t e s  i n  t h e  p r o mo t i o n  o f  c e r e b r a l  a n g i o ge n e s i s  b y  i n t e r a c t i o n  w i t h  

v e s s e l  e x p a n s i o n s  b l o o d  a n d  e n d o t h e l i a l  c e l l s  h a s  b e e n  s u g g e s t e d  ( M a  e t  

a l . ,  2 0 1 2 ;  V e c i n o  e t  a l . ,  2 0 1 6 ) .  

I n d e e d ,  t h e  c o n d i t i o n a l  ge n e t i c  i n h i b i t i o n  o f  a s t r o g l i o ge n e s i s  d u r i n g  t h e  

p e r i n a t a l  p e r i o d ,  b y  i n h i b i t i o n  o f  a  g l i a l  o r c 3  p r o g e n i t o r  ( a  ge n e  n e c e s s a r y  

f o r  D N A r e p l i c a t i o n )  r e d u c e d  d r a ma t i c a l l y  t h e  n u mb e r  o f  g l i a l  p r o ge n i t o r  

c e l l s  i n  t h e  s u b -v e n t r i c u l a r  zo n e ,  a n d  t h e  n u mb e r  o f  a s t r o c y t e s  i n  t h e  e a r l y  
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p o s t n a t a l  c e r e b r a l  c o r t e x  d e l a y i n g  t h e  a s t r o g l i o g e n e s i s .  T h i s  r e s u l t s  i n  a  

d e c r e a s e  o f  t h e  d e n s i t y  a n d  b r a n c h i n g  o f  c o r t i c a l  b l o o d  ve s s e l s .  T h e s e  

e l e me n t s  c o r r e s p o n d  t o  a  d e l a y e d  g r o wt h  o f  t h e  v e s s e l s  w i t h o u t  r e g r e s s i o n  

o f  t h e  v a s c u l a r  d e n s i t y .  Co n c o mi t a n t l y ,  e n d o t h e l i a l  c e l l  p r o l i f e r a t i o n ,  

e n l a r ge me n t  o f  ve s s e l  l u me n ,  a n d  i n c r e a s e d  e x p r e s s i o n  o f  p e r i c y t e  

c y t o s k e l e t a l  ge n e s  w e r e  o b s e r ve d ,  s u g g e s t i n g  c o mp e n s a t o r y  me c h a n i s ms .  

T h e s e  r e s u l t s  s h o w  t h e  i mp o r t a n c e  o f  c e r e b r a l  a s t r o c y t e s  i n  p r o mo t i n g  

c e r e b r a l  va s c u l a r  g r o wt h  d u r i n g  d e v e l o p me n t  ( M a  e t  a l . ,  2 0 1 2 ) .  

I n  o u r  l a b o r a t o r y ,  w e  h a ve  s h o wn  t h a t  i n  r e t i n a  D p 7 1  p l a y  a  r o l e  i n  t h e  

r e g u l a t i o n  o f  a s t r o c y t e  d e n s i t y  a n d  mo r p h o l o g y  ( G i o c a n t i -A u r e ga n  e t  a l . ,  

2 0 1 6 ) .  I n  t h i s  s t u d y  w h e r e  t h e  p o s t n a t a l  r e t i n a l  ve s s e l  d e ve l o p me n t  w a s  

c o mp a r e d  b e t we e n  W T  a n d  Dp 7 1 -n u l l  m i c e ;  t h e  r e s u l t s  s h o we d  t h a t  W T  

mi c e  d e v e l o p me n t  o f  t h e  i n n e r  v a s c u l a t u r e  r e p r e s e n t e d  3 % o f  t h e  t o t a l  

r e t i n a l  s u r f a c e ,  w i t h  p r o gr e s s i ve  g r o wt h  o f  t h e  f i r s t  ve s s e l  l a y e r  c o v e r i n g  

2 3 %  a t  P 3  a n d  6 5 %  a t  P 6 .  I n  Dp 7 1 -n u l l  m i c e ,  t h e  v a s c u l a t u r e  r e p r e s e n t e d  

2 %  o f  t h e  e n t i r e  r e t i n a  a n d  1 6 %  o f  t h e  w i l d - t y p e  r e t i n a l  s u r f a c e  wa s  

c o ve r e d ,  c o r r e s p o n d i n g  t o  a  s u b t l e ,  b u t  s i g n i f i c a n t ,  d e l a y  i n  a n g i o g e n e s i s .  

M o r e o ve r ,  a t  P 6  t h i s  d i f f e r e n c e  i n c r e a s e d ,  s h o wi n g  a  d r a ma t i c  r e d u c t i o n  i n  

v a s c u l a r  n e t w o r k  s p r e a d i n g  b y  3 7 %  i n  D p 7 1 -n u l l  m i c e  a n d  6 5 %  i n  WT  

mi c e .  T h e  d e e p  p l e x u s  d e v e l o p e d  l a t e r  w i t h  a  h i g h l y  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e  

a t  P 1 2 .  H o w e ve r ,  d e s p i t e  t h e  d i f f e r e n c e  i n  v a s c u l a t u r e  d e v e l o p me n t ,  t he  

r e t i n a l  s u r f a c e  a p p e a r e d  t o t a l l y  c o ve r e d  b y  v e s s e l s  i n  a d u l t  Dp 7 1 -n u l l  m i c e  

( F i g .  3 )  ( G i o c a n t i - A u r e ga n  e t  a l . ,  2 0 1 6 ) .  

 

 

 

 



  

 
-  16  -  

 

 

F i g u r e  3 . -  As t r o c y t e s  m o r p h o l o g y  o f  W T a n d  Dp 7 1 - n u l l  m i c e  

r e t i n a .   

V i s u a l i z a t i o n  o f  t h e  a s t r o c y t e  n e t wo r k  l a b e l e d  w i t h  a n t i -G F A P 

a n t i b o d y  ( g r e e n )  a n d  o f  t h e  va s c u l a r  n e t w o r k  l a b e l e d  w i t h  l e c t i n  

G S  ( r e d )  a t  p o s t -n a t a l  d a y  6  A .  a n d  a t  t h e  a d u l t  a ge  B .  ( s c a l e  

b a r s 5 2 5  µ m) .  C .  H i gh e r  ma g n i f i c a t i o n  o f  a s t r o c y t e  n e t w o r k  

a r o u n d  ma j o r  ve s s e l s  i n  a d u l t  W T  a n d  D p 7 1 -n u l l  mo u s e  r e t i n a s .  

F l a t -mo u n t  r e t i n a s  l a b e l e d  w i t h  l e c t i n  G S  ( r e d )  a n d  a n t i -GF A P  

a n t i b o d y  ( g r e e n ) .  No t e  t h e  c h a n g e s  i n  mo r p h o l o g y  o f  r e t i n a l  

a s t r o c y t e s  i n  A  a n d  B  i n  D p 7 1 -n u l l  m i c e  c o mp a r e d  w i t h  c o n t r o l .  

I n  C ,  t h e  w h i t e  a r r o ws  p o i n t  t h e  d i f f e r e n t  mo r p h o l o g y  o f  t h e  

a s t r o c y t e  e n d f e e t .  D ,  E .  Qu a n t i f i c a t i o n  o f  t h e  a s t r o c y t e s  

p r o c e s s e s  n u mb e r ,  o f  t h e i r  l e n g t h  a n d  o f  t h e i r  i n t e r s e c t i o n  

n u mb e r  o n  i ma ge s  s u c h  a s  A  f o r  P 6  ( n = 5 – 7 )  a n d  B  f o r  a d u l t s  

( n = 3 )  wa s  o b t a i n e d ,  u s i n g  A n a l y z e  S k e l e t o n  p l u g i n  o f  F i j i  

( G i o c a n t i - A u r e g a n  e t  a l . ,  2 0 1 6 )  
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Homeos tas is  

A s t r o c y t e s  a n d  M G C  s e e m t o  p l a y  a  ke y  r o l e  i n  r e t i n a l  i o n  h o me o s t a s i s  

n e e d e d  f o r  c o mmu n i c a t i o n  w i t h i n  a n d  b e t we e n  n e u r o n s .  G l i a l  c e l l s  a r e  

r e s p o n s i b l e  f o r  p o t a s s i u m ( K + )  h o me o s t a s i s ,  n e u t r a l i z i n g  t h e  p o t a s s i u m 

v a r i a t i o n s  r e s u l t e d  f r o m n e u r o n a l  a c t i v i t y  i n  t h i s  p r o c e s s ,  t h e  g l i a l  c e l l s  

d i s s i p a t e  l o c a l  K +  g r a d i e n t s  b y  t r a n s f e r r i n g  t h e  K +  i o n s  f r o m a r e a s  o f  h i g h  

c o n c e n t r a t i o n  t o  t h o s e  w i t h  l o w  c o n c e n t r a t i o n .  I n  M G C ,  K +  c o n d u c t a n c e  

w a s  d e t e r mi n e d  t o  b e  a s y mme t r i c a l l y  d i s t r i b u t e d  t o  t h e i r  e n d f e e t  a nd  

p e r i va s c u l a r  p r o c e s s e s .  ( K o f u j i  a n d  C o n n o r s ,  2 0 0 3 ;  N e w ma n  e t  a l . ,  1 9 8 4 ) .  

N e w ma n  c o n c l u d e d  t h a t  “ i n  v a s c u l a r i ze d  r e t i n a s ,  e x c e s s  o f  K +  i s  

t r a n s f e r r e d  i n t o  r e t i n a l  c a p i l l a r i e s  a s  we l l  a s  i n t o  t h e  v i t r e o u s ”  ( Ne w ma n ,  

1 9 8 7 ) .  

I n  n o r ma l  c o n d i t i o n s ,  wa t e r  i s  a c c u mu l a t e d  i n  t h e  r e t i n a  d u e  t o :  a n  

e n d o g e n o u s  a n d  c o n t i n u o u s  p r o d u c t i o n  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  s y n t h e s i s  o f  

AT P ,  t h e  i n f l o w  o f  w a t e r  f r o m b l o o d  ve s s e l s    

   

Angiogenes i s  

A n gi o ge n e s i s  i s  t h e  p h y s i o l o g i c a l  p r o c e s s  o f  f o r ma t i o n  o f  n e w  ve s s e l s  

f r o m a  p r e e x i s t i n g  v a s c u l a r  n e t wo r k ;  w h i c h  i s  e s s e n t i a l  f o r  e mb r yo n i c  

d e ve l o p me n t  a n d  h e a l i n g .  A  d e r e g u l a t i o n  o f  a n g i o ge n e s i s  i s  i n v o l v e d  i n  

p a t h o l o g i c a l  p r o c e s s e s  s u c h  a s  c a n c e r ,  i s c h e mi a  a n d  c e r t a i n  r e t i n a l  

p a t h o l o g i e s .   

A n g i o ge n e s i s  u n d e r  p h y s i o l o g i c a l  c o n d i t i o n s  i s  c o n t r o l l e d  b y  p r o -

a n g i o g e n i c  mo l e c u l e s  s u c h  a s  f i b r o b l a s t  g r o wt h  f a c t o r s  ( F G F )  ( F o l k ma n  

a n d  S h i n g ,  1 9 9 2 ) ,  va s c u l a r  g r o wt h  f a c t o r  ( V E G F )  ( F e r r a r a  e t  a l . ,  1 9 9 2 )  

a n g i o g e n i n  ( F e t t  e t  a l . ,  1 9 8 5 ) ,  t r a n s f o r mi n g  g r o wt h  f a c t o r  ( T G F )  ( De r y n c k ,  

1 9 9 0 ) ,  i n t e r f e r o n  ( Br e m e t  a l . ,  1 9 9 3 ) ,  t u mo r  n e c r o s i s  f a c t o r  ( T N F )  ( Be u t l e r  

a n d  Ce r a mi ,  1 9 8 6 )  p l a t e l e t -d e r i v e d  g r o wt h  f a c t o r  ( I s h i k a wa  e t  a l . ,  1 9 8 9 ) .  
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In f lammat ion  

In f l a mma t i o n  i s  a  h o s t  r e s p o n s e  t o  i n j u r y  o r  i n f e c t i o n  i n  wh i c h  i s  

n e c e s s a r y  t o  r e s t o r e  t h e  h o me o s t a s i s  w i t h  t h e  s u c c e s s f u l  e l i m i n a t i o n  o f  t he  

i n j u r i o u s  a g e n t .  T h e  i n n a t e  a n d  t h e  a d a p t i ve  i mmu n e  s y s t e m w o r k  t o g e t h e r  

d u r i n g  i n f l a mma t o r y  r e s p o n s e .  I t  i s  i n i t i a t e d  b y  t h e  r e s i d e n t  c e l l s  wh i c h  

r e l e a s e  p r o - i n f l a mma t o r y  me d i a t o r s  wh i c h  i n c r e a s e  t h e  c a p i l l a r y  

p e r me a b i l i t y  a n d  c e l l u l a r  mi g r a t i o n  i n t o  i n j u r e d  t i s s u e .  S u c c e s s f u l  

i n f l a mma t i o n  p r o c e s s  i s  a  h i gh l y  r e g u l a t e d  p r o c e s s .  I f  t h e  i n j u r y  s t i mu l u s  

p e r s i s t ,  t h e  i n f l a mm a t i o n  b e c o me  c h r o n i c a l ,  i n v o l v i n g  a  d e r e g u l a t i o n  o f  

t h e  h e a l i n g  r e s p o n s e  l e a d i n g  t o  a n  e x c e s s i ve  r e s p o n s e  a n d  d e s t r u c t i ve  

i n f l a mma t i o n  ( Co u t i n h o  a n d  C h a p ma n ,  2 0 1 1 ) .   

T h e  r e t i n a l  i n f l a mma t i o n  c h a r a c t e r i s t i c a l l y  p r e s e n t s  a n  i n c r e a s e  e x p r e s s i o n  

o f  i n f l a mma t o r y  f a c t o r s ,  a n  i n c r e a s e d  v a s c u l a r  p e r me a b i l i t y  a n d  a  

l e u c o c y t e s  r e c r u i t me n t  a s s o c i a t e s  w i t h  a  r e t i n a l  c a p i l l a r i e s  d e ge n e r a t i o n .  

G l u c o c o r t i c o i d s  i n h i b i t  v a s o d i l a t i o n ,  s o me  p r o - i n f l a mma t o r y  c h e mo k i n e s ,  

e n z y me s ,  c y t o k i n e s ,  a n d  a d h e s i o n  mo l e c u l e s  a r e  i n h i b i t e d ,  i t  a l s o  i n d u c es  

e x p r e s s i o n  o f  s o me  g e n e s  l i k e  a n n e x i n  1 ,  β 2 - a d r e n e r g i c  r e c e p t o r  a n d  

s e v e r a l  c y t o k i n e  r e c e p t o r s ,  d e c r e a s e  l e u ko c y t e  mi g r a t i o n  i n t o  i n f l a med  

s i t e s ,  a l t e r  c e l l u l a r  d i f f e r e n t i a t i o n  d u e  t o  t h e  t r a n s c r i p t i o n a l  e f f e c t  o f  G R,  

b o t h  u p  a n d  d o w n  ( As h we l l  e t  a l . ,  2 0 0 0 ;  P e r r e t t i  a n d  A h l u wa l i a ,  2 0 0 0 ) .   

C e l l  me mb r a n e s  a r e  c o mp o s e d  o f  f a t t y  a c i d s  a r r a n ge d  i n  p h o s p h o l i p i d  

b i l a y e r s ;  t h e  a r a c h i d o n i c  a c i d  ( A A)  i s  p a r t i c u l a r l y  i mp o r t a n t  a s  p r e c u r s o r  

o f  ma n y  b i o a c t i ve  l i p i d s  t h a t  r e gu l a t e d  d i f f e r e n t  p r o c e s s e s  l i k e  

i n f l a mma t i o n .  AA  i s  r e l e a s e d  f r o m me m b r a n e  b y  p h o s p h o l i p a s e  A2  ( P L A2)  

a c t i v i t y .  O n e  g r o u p  o f  t h e s e  b i o a c t i ve  l i p i d s  i s  t h e  n a me d  c l a s s  I  wh i c h  

i n c l u d e s  e i c o s a n o i d s  d e r i v e d  f r o m A A:  p r o s t a g l a n d i n s  ( P G s ) ,  l e u k o t r i e n e s  

( L T s )  a n d  l i p o x i n s  ( L X s ) .  E i c o s a n o i d s  h a ve  r o l e s  i n  p h y s i o l o g i c a l  

p r o c e s s e s  l i ke :  r e g u l a t i o n  o f  s mo o t h  mu s c l e  t o n e ,  va s c u l a r  p e r me a b i l i t y  

a n d  p l a t e l e t  a g g r e g a t i o n ;  t h e y  a l s o  p a r t i c i p a t e s  i n  i n f l a mma t i o n ,  

a u t o i mmu n i t y ,  a l l e r g i c  d i s e a s e s  a n d  c a n c e r  ( H a r i z i  e t  a l . ,  2 0 0 8 ;  W y ma n n  

a n d  S c h n e i t e r ,  2 0 0 8 ) .  
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T h e  s yn t h e s i s  o f  t h e s e  i n f l a mma t o r y  me d i a t o r s  a r e  g e n e r a t e d  t h r o u g h  

e i t h e r  c y c l o o x y g e n a s e  ( COX )  o r  l i p o x y g e n a s e  ( L OX )  a c t i v i t i e s ;  COX  

p a t h wa y  c a t a l y z e  t h e  f o r ma t i o n  o f  P GG 2  a n d  P GH 2  wh i c h  a r e  s u b s e q u e n t l y  

t r a n s f o r me d  i n  P Gs  a n d  t r o mb o x a n e s ;  me a n w h i l e ,  L OX  p a t h w a y  l e a d s  t he  

f o r ma t i o n  o f  d i ve r s e  h yd r o p e r o x y e i c o s a t e t r a e n o i c  a c i d s  ( HP E T E s )  a n d  

h y d r o x ye i c o s a t e t r a e n o i c  a c i d s  ( H E T E s )   L T s ;  5 -H E T E  i s  c o n v e r t e d  i n t o  t h e  

l e u k o t r i e n e  L T A 4 ,  w h i c h  i s  t h e  p r e c u r s o r  o f  L T B4 ,  c ys t e i n y l -L T s  

( C ys L T s )  a n d  L X s  ( F i g .  4 )  ( B u r ge r me i s t e r  e t  a l . ,  2 0 0 3 ;  Ha r i z i  e t  a l . ,  2 0 0 8 ;  

W y ma n n  a n d  S c h n e i t e r ,  2 0 0 8 ) .  

E i c o s a n o i d s  b i n d  t o  me mb r a n e  r e c e p t o r s ;  t h i s  c a n  t r i g ge r  a n  i n c r e a s e  o r  

d e c r e a s e  i n  t h e  r a t e  o f  c y t o s o l i c  s e c o n d  me s s e n ge r  ge n e r a t i o n  ( c AM P  o r  

C a 2 + ) ,  a c t i va t i o n  o f  a  s p e c i f i c  p r o t e i n  k i n a s e  o r  a  c h a n g e  i n  me mb r a ne  

p o t e n t i a l .  E i c o s a n o i d s  s e e m t o  h a ve  a n  i mp o r t a n t  r o l e  i n  

i mmu n o p a t h o l o g y ,  t h e y  h a ve  b e e n  i mp l i c a t e d  i n  p a t h o b i o l o g y  o f  c a n c e r  

a n d  i n f l a mma t o r y  r e l a t e d  d i s o r d e r s ;  t h e  i mmu n o l o g y  f u n c t i o n  c o n t i n u o us  

t o  b e  i n ve s t i g a t e d  a s  w e l l  a s  t h e  p o s s i b i l i t y  t o  u s e  P L A2  i n h i b i t o r s  a s  

p r e ve n t i v e  o r  t h e r a p e u t i c  a g e n t s  ( H a r i z i  e t  a l . ,  2 0 0 8 ;  Y a r l a  e t  a l . ,  2 0 1 6 ) .  
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F i g u r e  4 . -  E i c o s a n o i d  b i o s y n t h e s i s  f r o m  a r a c h i d o n i c  a c i d  

A r a c h i d o n i c  a c i d  d e r i v e d  e i c o s a n o i d  p a t h wa y  t h r o u gh  t h e  c e l l  

me mb r a n e  p h o s p h o l i p i d s  t r a n s f o r me d  i n  A A  b y  p h o s p h o l i p a s e  A2  

a n d  i t  s u b s e q u e n c e s  t r a n s f o r ma t i o n  a c c o r d i n g  w i t h  t h e  d i f f e r e n t  

e n z y me  a c t i v i t i e s .  T h e  f i n a l  p r o d u c t s ,  p r o s t a g l a n d i n s ,  

l e u k o t r i e n e s  a n d  l i p o x i n s  a r e  s h o wn  ( H a r i z i  e t  a l . ,  2 0 0 8 ) .  

 

Ocular  d is eases   

M a n y  e ye  d i s e a s e s  p r e s e n t  c h a r a c t e r i s t i c  o f  n e u r o d e g e n e r a t i ve  d i s o r d e r s ,  

t h i s  c a n  b e  e x p l a i n e d  b y  t h e  s i mi l a r i t i e s  b e t we e n  t h e  e ye  a n d  t h e  b r a i n  

i n c l u d i n g  s t r u c t u r e ,  c e l l  i n t e r a c t i o n s  a n d  i mmu n e  s y s t e m.  T h e se  

s i mi l a r i t i e s  ma ke  t h e  e ye  a  c o n ve n i e n t  m o d e l  f o r  c e n t r a l  n e r v o u s  s ys t e m 

s t u d i e s  d u e  t o  i t s  r e l a t i v e l y  a c c e s s i b l e  ma n i p u l a t i o n  a n d  a d mi n i s t r a t i o n s  

( i n t r a  v i t r e o u s  o r  s u b r e t i n a l  i n j e c t i o n )  a s  we l l  a s  t h e  r e t i n a l  l a y e r  

o r g a n i z a t i o n ,  wh i c h  a l l o w  t h e  i d e n t i f i c a t i o n  o f  n e u r o n s  a n d  t h e i r  

i n t e r a c t i o n s  ( L o n d o n  e t  a l . ,  2 0 1 2 ) .  G l a u c o ma ,  a ge - r e l a t e d  ma c u l a r  e d e ma ,  

r e t i n a l  v e i n  o c c l u s i o n ,  u ve i t i s  a n d  d i a b e t i c  r e t i n o p a t h y  a r e  d i s e a s e s  i n  



  

 
-  21  -  

 

w h i c h  a n  i n c r e a s e  i n  va s c u l a r  p e r me a b i l i t y  i s  i n v o l ve d ;  t h e  s ma l l  s o l u t e s  

c a n  d i f f u s e  t h r o u g h  t h e  va s c u l a r  wa l l  i n c r e a s i n g  t h e  p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n  

i n  t h e  i n t e r s t i t i a l  a n d  c o n t r i b u t e  t o  i n c r e a s e  t h e  t i s s u e  o s mo t i c  p r e s s u r e  

l e a d i n g  t o  e d e ma  f o r ma t i o n  ( K l a a s s e n  e t  a l . ,  2 0 1 3 ) .   

A f t e r  i n t r a o c u l a r  s u r g e r y ,  a  ma c u l a r  e d e ma  ma y  o c c u r ;  s u r g i c a l  d a ma ge  t o  

t h e  i r i s / c i l i a r y  b o d y  o r  l e n s  i n d u c e s  t h e  s y n t h e s i s  o f  p r o s t a g l a n d i n s ,  wh i c h  

r e s u l t s  i n  a c c u mu l a t i o n  o f  o t h e r  i n f l a mma t o r y  me d i a t o r s  b y  t h i s  p o i n t ,  t h e  

B R B i s  d i s r u p t e d .  V a s c u l a r  l e a ka g e  i s  t h e  ma yo r  c a u s e  o f  v i s i o n  l o s s .   

 

T rea t m en t s  

G l u c o c o r t i c o i d s  ( GC s )  a r e  a d r e n a l  c o r t e x -d e r i v e d  s t e r o i d s  t h a t  d r i ve s  

d i f f e r e n t  p h ys i o l o g i c  f u n c t i o n s ;  t h e y  h a v e  b e e n  w i d e l y  u s e d  a s  e f f e c t i v e  

t r e a t me n t s  t o  c o n t r o l  i n f l a mma t o r y  a n d  a u t o i mmu n e  d i s e a s e s .  Imp o r t a n t l y  

f o r  t h i s  wo r k ,  t h e  G C s  h a v e  a  r o b u s t  e f f e c t  o n  B R B  b y  a l t e r i n g  ma n y  

p a t h o p h ys i o l o g i c a l  p a t h wa y s .  T h e y  h a ve  a  p o we r f u l  a n t i - i n f l a m ma t o r y  r o l e  

a n d  a l s o  i mp r o ve  t h e  b a r r i e r  p r o p e r t i e s  b y  i n c r e a s i n g  t h e  i n t e g r i t y  o f  t i gh t  

j u n c t i o n s  b e t we e n  e n d o t h e l i a l  c e l l s  ( Ba r n e s ,  2 0 0 6 ,  2 0 1 1 ;  C r o n s t e i n  e t  a l . ,  

1 9 9 2 ;  K e i l  e t  a l . ,  2 0 1 3 ) .  O c c l u d i n  a n d  C l a u d i n  a r e  t r a n s me mb r a n e  

c o mp o n e n t s  o f  t h e  t i g h t  j u n c t i o n s  c o n t r i b u t i n g  t o  b a r r i e r  p r o p e r t i e s .  T h e s e  

t wo  p r o t e i n s  a l s o  p l a y  a  ke y  r o l e  i n  t h e  b r a i n .  I n d e e d ,  d e l e t i o n  o f  c l a u d in  

g e n e  l e a d s  t o  a n  i n c r e a s e  i n  p e r me a b i l i t y  o f  t h e  b l o o d  b r a i n  b a r r i e r  ( B B B )  

a n d  d e a t h  s h o r t l y  a f t e r  b i r t h  ( R u n k l e  a n d  A n t o n e t t i ,  2 0 1 1 ) .  Co r t i c o s t e r o i d s  

h a ve  b e e n  u s e d  f o r  d e c a d e s  i n  t h e  t r e a t me n t  o f  e d e ma  c e r e b r a l  t u mo r s  

( K e i l  e t  a l . ,  2 0 1 3 )  a c t i n g  b y  r e d u c i n g  t h e  V E GF -d e p e n d e n t  s i g n a l  a n d  b y  

i n c r e a s i n g  t h e  p r o p e r t i e s  o f  b a r r i e r .  A t  t h e  r e t i n a l  l e v e l ,  c o r t i c o s t e r o i d s  

h a ve  b e e n  s h o w n  t o  b e  e f f e c t i ve  i n  c l i n i c a l  p r a c t i c e  o n  t h e  r e s o r p t i o n  o f  

ma c u l a r  e d e ma ,  l i n ke d  t o  ve n o u s  o c c l u s i o n s ,  u v e i t i s  a n d  d i a b e t e s  ( L a m e t  

a l . ,  2 0 1 5 ) .  T h e  r o l e  o f  o c c l u d i n  i n  t i g h t  j u n c t i o n s  i s  c o mp l e x ,  s i n c e  

p h o s p h o r y l a t i o n  a n d  u b i q u i t i n a t i o n  o f  o c c l u d i n  a r e  n e c e s s a r y  f o r  t h e  

p e r me a b i l i t y  o f  B RB  i n d u c e d  b y  V E GF  ( M u r a k a mi  e t  a l . ,  2 0 1 2 ) .  T h e  

g l u c o c o r t i c o i d  t r e a t me n t  l e a d s  t o  i n c r e a s e d  t r a n s c r i p t i o n  o f  o c c l u d i n  a n d  

c l a u d i n -5  ( A n t o n e t t i  e t  a l . ,  2 0 0 2 ;  F e l i n s k i  e t  a l . ,  2 0 0 8 ) .  A  d e c r e a s e  i n  
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o c c l u d i n  p h o s p h o r y l a t i o n ,  l e a d s  t o  a n  i n c r e a s e  i n  t h e  s e a l i n g  o f  t h e  t i gh t  

j u n c t i o n s  a n d  a  r e d u c t i o n  o f  p a r a c e l l u l a r  l e a ks  ( An t o n e t t i  e t  a l . ,  2 0 0 2 ) .  

T h e  c o r t i c o s t e r o i d  a c t i o n  w i n d o w i s  2 4  t o  4 8  h o u r s .  T h e r a p y  w i t h  GC s  a l s o  

h a ve  u n wa n t e d  e f f e c t s  l i ke  d i a b e t e s - l i ke  s y n d r o me  a n d  h y p e r t e n s i o n ,  

e s p e c i a l l y  a f t e r  c h r o n i c  u s e .  

T h e r e  i s  a t  p r e s e n t  n o  f o r ma l  p r o o f  i n  t h e  l i t e r a t u r e  o f  a  d i r e c t  e f f e c t  o f  

D e x a me t h a s o n e  ( a  s y n t h e t i c  G C)  o n  t h e  e x p r e s s i o n  o f  t h e  D p 7 1  p r o t e i n .  

T h e r e  a r e ,  h o we v e r ,  e l e me n t s  i n  f a v o r  o f  t h i s  h yp o t h e s i s ,  s i n c e  t h e  

e x p r e s s i o n  o f  t h e  HS F 1  p r o t e i n ,  wh i c h  w a s  r e c e n t l y  d i s c o v e r e d  a s  o n e  o f  

t h e  t r a n s c r i p t i o n  f a c t o r s  r e gu l a t i n g  t h e  e x p r e s s i o n  o f  Dp 7 1  ( T a n  e t  a l . ,  

2 0 1 5 ) .  I n  a  mu r i n e  mo d e l  o f  Hu n t i n g t o n ' s  d i s e a s e ,  a s s o c i a t e d  w i t h  a  

d e c r e a s e  i n  e x p r e s s i o n  o f  H S F 1  i n  mi c e  b r a i n ,  d a i l y  s u b c u t a n e o u s  

a d mi n i s t r a t i o n  o f  De x a me t h a s o n e  h e l p s  r e s t o r e  HS F 1  l e v e l s  s i mi l a r  t o  

h e a l t h y  c o n t r o l  ( M a h e s h wa r i  e t  a l . ,  2 0 1 4 ) .   

 

Dystrophin  

 

Overv iew    

T h e  d y s t r o p h i n  p r o t e i n  i s  e n c o d e d  b y  t h e  DM D ge n e ,  d i s c o v e r e d  i n  1 9 8 7 .  

T h i s  ge n e  i s  l o c a t e d  a t  t h e  X p 2 1  l o c u s  ( K o e n i g  e t  a l . ,  1 9 8 7 ) ,  a n d  i t  i s  t h e  

l a r g e s t  g e n e  d e s c r i b e d  i n  h u ma n s  w i t h  a p p r o x i ma t e l y  2 . 5  M b .  DM D  ge n e  i s  

c o mp o s e d  o f  7 9  e x o n s  wh o s e  t r a n s c r i p t i o n  ge n e r a t e s  a  1 4  K b  mR N A  t h a t  

t r a n s l a t e s  i n t o  a  p r o t e i n  o f  a p p r o x i ma t e l y  4 2 7  k D .  T h i s  p r o t e i n  c o r r e s p o nd  

t o  t h e  f u l l - l e n g t h  d y s t r o p h i n  a l s o  c a l l e d  Dp 4 2 7  ( B l a ke  e t  a l . ,  2 0 0 2 ;  

R o b e r t s  e t  a l . ,  1 9 9 3 ) .   

T h e  e x p r e s s i o n  o f  d y s t r o p h i n  Dp 4 2 7  i s  r e g u l a t e d  b y  t h r e e  i n d e p e n d e n t  

t i s s u e - s p e c i f i c  p r o mo t e r s :  b r a i n ,  mu s c l e  a n d  P u r k i n j e  p r o mo t e r s  ( B l a k e  e t  

a l . ,  2 0 0 2 ) .  DM D g e n e  p o s s e s s e s  a t  l e a s t  f o u r  i n t e r n a l  p r o mo t e r s  t h a t  l e a d s  

t h e  e x p r e s s i o n  o f  d y s t r o p h i n s :  Dp 2 6 0  ( D’ S o u z a  e t  a l . ,  1 9 9 5 ) ,  Dp 1 40  
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( L i d o v  a n d  K u n k e l ,  1 9 9 7 ) ,  Dp 1 1 6  ( B y e r s  e t  a l . ,  1 9 9 3 ) ,  Dp 7 1  ( L e d e r f e i n  e t  

a l . ,  1 9 9 2 )  a n d  D p 4 0  ( T i n s l e y  e t  a l . ,  1 9 9 3 )  ( F i g .  5 ) .  

T h e  Du c h e n n e  mu s c u l a r  d ys t r o p h y  ( DM D )  i s  a  d i s e a s e  l i n k e d  t o  t h e  X  

c h r o mo s o me  t h a t  a f f e c t s  o n e  i n  e v e r y  3 , 5 0 0  ma l e s .  T h i s  d i s e a s e  i s  

c h a r a c t e r i z e d  ma i n l y  b y  t h e  p r o gr e s s i v e  d e g e n e r a t i o n  o f  mu s c l e  c e l l s  

( B l a ke  e t  a l . ,  2 0 0 2 ;  S p e n c e  e t  a l . ,  2 0 0 2 ) .  I n  a d d i t i o n  t o  mu s c l e  d i s o r d e r s ,  

a b o u t  3 0 %  o f  p a t i e n t s  w i t h  DM D  h a v e  me n t a l  r e t a r d a t i o n  a n d  r e t i n a l  

a b n o r ma l i t i e s .  

D M D  i s  c a u s e d  b y  mu t a t i o n s  t h a t  ge n e r a t e  t h e  a b s e n c e  o f  d y s t r o p h i n  

D p 4 2 7  p r o t e i n ,  w h e r e a s  Be c k e r ' s  mu s c u l a r  d y s t r o p h y  ( DM B) ,  a  l e s s  s e ve r e  

a n a l o g u e ,  i s  c a u s e d  b y  mu t a t i o n s  t h a t  g e n e r a t e  r e d u c e d  e x p r e s s i o n  o r  a  

p a r t i a l  l o s s  o f  d y s t r o p h i n  f u n c t i o n  ( B l a k e  e t  a l . ,  2 0 0 2 ;  M o n a c o  e t  a l . ,  

1 9 8 6 ) .  Ce l l s  t h a t  l a c k  d y s t r o p h i n  Dp 4 2 7  s h o w  me mb r a n e  i n s t a b i l i t y  w i t h  

p r o gr e s s i ve  a n d  f a t a l  d e ge n e r a t i o n  o f  mu s c l e  c e l l s ,  c a l c i u m h o me o s t a s i s  

a l t e r a t i o n s ,  i n c r e a s e d  me mb r a n e  p e r me a b i l i t y  a n d  i n c r e a s e d  s u s c e p t i b i l i t y  

t o  o x i d a t i ve  t o x i n s  ( B l a ke  e t  a l . ,  2 0 0 2 ) .  

P a t i e n t s  w i t h  DM D a t  b i r t h  o n l y  s h o w  i n c r e a s e d  l e ve l s  o f  t h e  mu s c l e  

i s o f o r m c r e a t i n e  k i n a s e  e n z y me ,  i t  i s  u p  t o  t h e  a g e  o f  3  t o  5  y e a r s  w h en  

t h e y  p r e s e n t  t h e  f i r s t  s y mp t o ms  t h a t  a r e :  d e l a y ,  i n s t a b i l i t y  a n d  d i f f i c u l t y  

w a l k i n g  a s  we l l  a s  d i f f i c u l t y  t o  c l i mb  s t a i r s .  S u b s e q u e n t l y ,  t h e  a p p e a r a n c e  

o f  p s e u d o -h y p e r t r o p h y  o f  t h e  c a l f  mu s c l e s ,  mu s c l e  we a k n e s s  o f  t h e  l i mb s ,  

a n d  t h e  Go we r s  s i gn  ( t h e  c h i l d  u s e s  h i s  a r ms  t o  s i t  u p  wh e n  h e  mo ve s  f r o m 

a  l y i n g  p o s i t i o n  t o  s t a n d )  s u g ge s t  DM D .  F i n a l l y ,  t h e r e  i s  a  d e c r e a s e  i n  t he  

s t r e n g t h  o f  t h e  l o we r  mu s c l e s  a n d  c o n t r a c t u r e s  i n  t h e  j o i n t s  w h i c h  c a u s e s  

p a t i e n t s  t o  b e  c o n f i n e d  t o  a  wh e e l c h a i r ,  u s u a l l y  a t  a ge  1 2 ,  we a k n e s s  i n  t h e  

u p p e r  e x t r e mi t i e s  o c c u r s  l a t e r .  M o s t  p a t i e n t s  d i e  i n  t h e  s e c o n d  o r  t h i r d  

d e c a d e  o f  l i f e  b e c a u s e  o f  r e s p i r a t o r y  c o mp l i c a t i o n s  o r  a s  a  r e s u l t  o f  

c a r d i a c  d ys f u n c t i o n  w i t h  c a r d i o my o p a t h y .  I n  p a t i e n t s  w i t h  D M B  t h e  o n s e t  

o f  t h e  d i s e a s e  i s  l a t e  a n d  t h e  c o u r s e  o f  t h e  d i s e a s e  i s  s l o w e r  ( B l a ke  e t  a l . ,  

2 0 0 2 ) .  

I n  s ke l e t a l  mu s c l e ,  d ys t r o p h i n  Dp 4 2 7  i n t e r a c t s  w i t h  d i f f e r e n t  p r o t e i n s ,  

c a l l e d  D AP s  ( d ys t r o p h i n -a s s o c i a t e d  p r o t e i n s ) .  T h e  N - t e r mi n a l  d o ma i n  o f  
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d y s t r o p h i n  i n t e r a c t s  w i t h  a c t i n  w h i l e  t h e  c y s t e i n e  r i c h  r e g i o n  a n d  t h e  C -

t e r mi n a l  d o ma i n  i n t e r a c t s  w i t h  a  s e t  o f  g l yc o s y l a t e d  t r a n s me mb r a n e  

p r o t e i n s  a n d  c y t o p l a s mi c  c o mp o n e n t s  t o  f o r m t h e  d y s t r o p h i n -a s s o c i a t e d  

p r o t e i n  c o mp l e x  ( DA P C) .  T h i s  c o mp l e x  c o n s i s t s  o f  t h r e e  s u b -c o mp l e x e s :  

t h e  d ys t r o g l y c a n  c o mp l e x ,  t h e  s a r c o g l y c a n  s a r c o s p a n  c o mp l e x  a n d  t h e  

c y t o p l a s mi c  p r o t e i n  c o mp l e x .  A mo n g  t h e  p r o t e i n s  t h a t  f o r m t h e  D AP C a r e :  

d y s t r o p h i n  o r  u t r o p h i n ,  α -  a n d  β -d y s t r o g l yc a n ,  α - ,  β - ,  δ - ,  γ - ,  ε -  a n d  ζ -

s a r c o g l y c a n s ,  s a r c o s p a n ,  α -  a n d  β -d y s t r o b r e v i n ,  α -  a n d  β - s y n t r o p h i n ,  

c a v e o l i n -3 ,  n e u r o n a l  n i t r i c  o x i d e  s yn t h a s e  ( n N OS ) ,  c a l mo d u l i n ,  e t c .  

( F i g . 5 )  ( B l a k e  e t  a l . ,  2 0 0 2 ;  S u zu k i  e t  a l . ,  1 9 9 2 ,  1 9 9 4 ) .  T h i s  c o mp l e x  i s  

c r i t i c a l  t o  ma i n t a i n  t h e  i n t e g r i t y  o f  mu s c l e  f i b e r s ,  s i n c e  i t  me d i a t e s  t h e  

i n t e r a c t i o n  b e t we e n  t h e  a c t i n  c y t o s k e l e t o n  a n d  t h e  e x t r a c e l l u l a r  ma t r i x ;  

a l s o ,  i t  h a s  b e e n  a s s i gn e d  a s  a  s c a f f o l d  f o r  o t h e r  p r o t e i n s  i n c l u d i n g  

s i g n a l i n g  p r o t e i n s .   
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F i g u r e  5 . -  S c h e m a t i c  r e p r e s e n t a t i o n  o f  DM D g e n e  a n d  

d y s t r o p h i n  p r o t e i n .   

A .  T h e  d ys t r o p h i n  ( D M D)  g e n e  l o c a t e d  a t  X p 2 1  a n d  h a s  t h r e e  

p r o mo t e r s  t h a t  e x p r e s s e d  t h e  f u l l - l e n g t h  d y s t r o p h i n ,  c a l l e d  

D p 4 2 7 .  E a c h  p r o mo t e r  e x p r e s s e s  Dp 4 2 7  i n  t i s s u e  d e p e n d e n t  

ma n n e r :  b r a i n  ( B) ,  mu s c l e  ( M )  o r  p u r k i n j e  ( P )  c e l l s .  T h i s  g e n e  

a l s o  c o n t a i n s  i n t e r n a l  p r o mo t e r s  t h a t  e x p r e s s e s  s ma l l e r  D M D  

p r o d u c t s  n a me d  a c c o r d i n g  t o  t h e i r  mo l e c u l a r  w e i gh t  a s  

d y s t r o p h i n :  Dp 2 6 0 ,  D p 1 4 0 ,  Dp 1 1 6 ,  Dp 7 1  a n d  Dp 4 0  r e s p e c t i v e l y .  

B .  Dp 4 2 7  p r o t e i n  r e p r e s e n t a t i o n .  T h e  a mi n o - t e r mi n a l  d o ma i n  

( r e d )  w i t h  t h e  a c t i n  b i n d i n g  d o ma i n ,  t h e  c e n t r a l  r o d  d o ma i n  w i t h  

t h e  s p e c t r i n - l i ke  r e p e a t s  ( g r e e n )  a n d  p r o l i n e - r i c h  h i n ge  r e g i o n s  

( H1 -H 4  o r a n g e ) ,  t h e  c y s t e i n e - r i c h  d o ma i n  ( C R y e l l o w)  i n c l u d i n g  

t h e  β -d y s t r o g l yc a n  b i n d i n g  s i t e  ( DB S )  a n d  f i n a l l y  t h e  c a r b o x y -
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t e r mi n a l  d o ma i n  ( CT  b l u e )  wh i c h  c o n t a i n s  t h e  s yn t r o p h i n  a n d  

d y s t r o b r e v i n  b i n d i n g  s i t e s .  M o d i f i e d  f r o m:  ( M u n t o n i  e t  a l . ,  2 0 0 3 ;  

W a i t e  e t  a l . ,  2 0 1 2 ) .  

 

T h e  D AP C i s  p r e s e n t  i n  n u me r o u s  n o n - mu s c u l a r  t i s s u e s ,  n o t a b l y  i n  t h e  

c e n t r a l  a n d  p e r i p h e r a l  n e r v o u s  s ys t e m,  t i s s u e s  w i t h  s e c r e t o r y  f u n c t i o n s ,  i n  

b a r r i e r s  b e t we e n  p h y s i o l o g i c a l  c o mp a r t me n t s  s u c h  a s  t h e  b l o o d -b r a i n  

b a r r i e r ,  c h o r o i d  p l e x u s  o r  k i d n e y .  A l t h o u g h  t h e  r o l e  o f  t h e  D A P C i n  t h e s e  

t i s s u e s  i s  u n c l e a r ,  t h e r e  i s  e v i d e n c e  t h a t  i t  i s  i n vo l v e d  i n  b r a i n  

d e ve l o p me n t ,  s y n a p s e ,  n e u r o n a l  p l a s t i c i t y  a s  we l l  a s  wa t e r  a n d  i on  

h o me o s t a s i s .  I n  n o n - mu s c l e  t i s s u e s  t h e  D A P C i s  ge n e r a l l y  c o n c e n t r a t e d  i n  

t h e  c e l l  me mb r a n e  f a c i n g  t h e  b a s a l  l a mi n a  a n d  t h e  c o mp o n e n t s  t h a t  f o r m i t  

h a ve  b i n d i n g  s i t e s  f o r  me mb r a n e  c h a n n e l s  o r  t r a n s p o r t e r s .  Re p o r t s  i n d i c a t e  

t h a t  d ys t r o p h i n  a n d  D AP s  p r o mo t e  t h e  c l u s t e r i n g  a n d  s u b c e l l u l a r  

d i s t r i b u t i o n  o f  K i r 4 . 1  c h a n n e l s  i n  M G C  ( B l a ke  e t  a l . ,  2 0 0 2 ;  Ha e n g g i  a n d  

F r i t s c h y ,  2 0 0 6 ;  K o f u j i  a n d  C o n n o r s ,  2 0 0 3 ) .  

 

Dystrophin Dp71 

 

D y s t r o p h i n  D p 7 1  wa s  i d e n t i f i e d  b y  s t u d y i n g  a  6 . 5  k b  m R N A  t h a t  i s  

t r a n s c r i b e d  f r o m t h e  p r o mo t e r  l o c a t e d  w i t h i n  t h e  i n t r o n  6 2  o f  DM D  g e n e ,  

w h i c h  t r a n s l a t e s  i n t o  o n e  o f  t h e  s ma l l e r  p r o d u c t s  o f  t h i s  g e n e  w i t h  a  

mo l e c u l a r  we i g h t  o f  7 0 . 8  K Da  ( Hu g n o t  e t  a l . ,  1 9 9 2 ) .  T h e  Dp 7 1  p r o mo t e r  

( c l a s s i c  p r o mo t e r )  i s  u n d e r  c o mp l e x  r e g u l a t i o n ,  w h i c h  i s  t i s s u e  d e p e n d e n t ,  

c e l l  t yp e  a n d  e mb r yo n i c  d e v e l o p me n t  s t a g e  s p e c i f i c  ( S a r i g  e t  a l . ,  1 9 9 9 ) .  

D p 7 1  h a s  a  u b i q u i t o u s  e x p r e s s i o n  e x c e p t  f o r  s k e l e t a l  mu s c l e ,  i t  h a s  b e e n  

i d e n t i f i e d  i n  s e ve r a l  n o n -mu s c u l a r  t i s s u e s  a n d  i d e n t i f i e d  a s  t h e  ma i n  

p r o d u c t  o f  t h e  DM D  g e n e  i n  t h e  b r a i n .  D p 7 1  a mi n o  t e r mi n a l  d o ma i n  

c o n t a i n s  a c t i n  b i n d i n g  s i t e s ,  t h i s  d ys t r o p h i n  l a c k s  t h e  s p e c t r i n - l i k e  r e p e a t s  
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p r e s e n t  i n  t h e  f u l l - l e n g t h  d ys t r o p h i n  ( Dp 4 2 7 ) ,  c o n t a i n s  t h e  c ys t e i n e - r i c h  

d o ma i n  a n d  t h e  c a r b o x y - t e r mi n a l  d o ma i n  ( C - t e r mi n a l  d o ma i n )  

c h a r a c t e r i s t i c  o f  a l l  d y s t r o p h i n s  ( L e d e r f e i n  e t  a l . ,  1 9 9 2 ) .  

D y s t r o p h i n  D p 7 1  i s  e x p r e s s e d  i n :  r e t i n a ,  c e r e b e l l u m,  c e r e b r a l  c o r t e x ,  

e p i d e r mi s  a n d  c h o r o i d ;  i n  a d d i t i o n ,  i t  i s  a b u n d a n t l y  e x p r e s s e d  i n  t h e  

d e n t a t e  g y r u s  o f  t h e  h i p p o c a mp u s  a n d  i n  l o w e r  l e ve l s  i n  t h e  o l f a c t o r y  

b u l b ,  C A3  r e g i o n  o f  t h e  h i p p o c a mp u s  a n d  t h e  c e r e b r a l  c o r t e x .  I t  h a s  b e en  

r e p o r t e d  t h a t  Dp 7 1  p l a y s  a n  i mp o r t a n t  r o l e  i n  b r a i n  d e ve l o p me n t ,  s y n a p s e  

f o r ma t i o n  a n d  b r a i n  p l a s t i c i t y  ( Be n a b d e s s e l a m e t  a l . ,  2 0 1 0 ;  L u me n g  e t  a l . ,  

1 9 9 9 ;  T a d a y o n i  e t  a l . ,  2 0 1 2 ) .  

A n  i n c r e a s e  i n  Dp 7 1  e x p r e s s i o n  d u r i n g  d i f f e r e n t i a t i o n  o f  t h e  c e n t r a l  

n e r vo u s  s ys t e m h a s  b e e n  r e p o r t e d ,  s u g g e s t i n g  t h a t  t h e  c o mp l e x  f o r me d  

b e t we e n  Dp 7 1  a n d  D AP ' s  i n  b r a i n  f u n c t i o n s  a s  s c a f f o l d  f o r  p r o t e i ns  

i n v o l ve d  i n  c e l l  me mb r a n e  s t a b i l i t y  a n d  i n  t r a n s me mb r a n e  s i g n a l i n g  

( T a d a y o n i  e t  a l . ,  2 0 1 2 ) .  Ap p r o x i ma t e l y  3 0 %  o f  p a t i e n t s  w i t h  DM D h a ve  

r e p o r t e d  c o g n i t i ve  d e f i c i t s ,  wh i c h  h a ve  b e e n  a s s o c i a t e d  w i t h  mu t a t i o n s  

t h a t  p r e ve n t  t h e  c o r r e c t  e x p r e s s i o n  o f  s ma l l  d ys t r o p h i n s ,  s p e c i f i c a l l y  

D p 1 4 0  a n d  Dp 7 1  ( Da o u d  e t  a l . ,  2 0 0 9 a ;  P e r r o n n e t  a n d  V a i l l e n d ,  2 0 1 0 ;  S a r i g  

e t  a l . ,  1 9 9 9 ) .  

 

Dys troph in  Dp71 i so forms  

In  1 9 8 0 ,  t h e  e x i s t e n c e  o f  a l t e r n a t i ve  R NA  p r o c e s s i n g  a t  t h e  3 '  e n d  o f  Dp 7 1  

t r a n s c r i p t  w a s  d e s c r i b e d ,  g i v i n g  r i s e  t o  a  l a r ge  va r i e t y  o f  d y s t r o p h i n  

i s o f o r ms  wh i c h  d i f f e r  f r o m e a c h  o t h e r  a t  t h e  C - t e r mi n a l  d o ma i n  ( F e e n e r  e t  

a l . ,  1 9 8 9 ) .  A l t e r n a t i ve  C - t e r mi n a l  d o ma i n  l e t  u s  t o  c l a s s i f i e d  Dp 7 1  

i s o f o r ms  i n t o  t h r e e  g r o u p s :  D p 7 1 d ,  Dp 7 1 f  a n d  Dp 7 1 e ;  t h e  i s o f o r ms  p r e s e n t  

i n  e a c h  g r o u p  a r e  r e p r e s e n t e d  i n  f i g u r e  6  ( Ar a g ó n  e t  a l . ,  2 0 1 7 ) .  

I s o f o r ms  t h a t  l a c k  e x o n  7 8  p r o d u c e s  a  p r o t e i n  i n  wh i c h  t h e  l a s t  1 3  a mi n o  

a c i d s  o f  t h e  D p 7 1  a r e  r e p l a c e d  b y  3 1  n e w  r e s i d u e s ,  w h i c h  f o r m a  

h y d r o p h o b i c  C - t e r mi n a l  d o ma i n  s o -c a l l e d  t h e  " f o u n d e r "  s e q u e n c e .  T h e  

i s o f o r ms  w i t h  f o u n d e r  s e q u e n c e  b e l o n g  t o  t h e  Dp 7 1 f  g r o u p  ( Ba r  e t  a l . ,  
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1 9 9 0 ) .  T h e  l o s s  o f  e x o n  7 1  ( Dp 7 1 d Δ 7 1 ,  D p 7 1 f Δ 7 1  a n d  Dp 7 1 e Δ 7 1 )  o r  e x o n s  

7 1 -7 4  ( Dp 7 1 d Δ 7 1 - 7 4 ,  D p 7 1 f Δ 1 1 0  a n d  Dp 7 1 e Δ 7 1 - 7 4 )  d o  n o t  g e n e r a t e  c h a n g e s  i n  

t h e  o p e n  r e a d i n g  f r a me .  Ho we v e r  t h e  l o s s  o f  e x o n s  7 1 -7 4  c a u s e s  t h a t  t h e  

p r o t e i n  l a c k  t h e  s y n t r o p h i n  b i n d i n g  s i t e  ( Ce c c a r i n i  e t  a l . ,  1 9 9 7 ) .  T he  

i d e n t i f i c a t i o n  o f  D p 7 1 f Δ 1 1 0  i n  h u ma n  a d u l t  b r a i n  wa s  ma d e  b y  Au s t i n  e t  

a l . ,  w h o  s e q u e n c e d  a  s ma l l e r  t h a n  e x p e c t e d  P C R p r o d u c t  f i n d i n g  t he  

a b s e n c e  o f  e x o n s :  7 1 -7 4 ;  s u b s e q u e n t l y ,  t h e y  r e p o r t e d  t h e  p r e s e n c e  a n d  

a b s e n c e  o f  e x o n  7 8 .  F i n a l l y ,  a  p r o t e i n  o f  a p p r o x i ma t e l y  5 8  k Da  wa s  

d e mo n s t r a t e d  u s i n g  a n t i b o d i e s  a g a i n s t  E x o n  7 7 ,  t h i s  s a me  p r o t e i n  i s  n o t  

d e t e c t e d  b y  a n t i b o d i e s  a g a i n s t  e x o n s  7 3 -7 4  ( Au s t i n  e t  a l . ,  2 0 0 0 ) .  

T h e  d y s t r o p h i n  Dp 7 1 e Δ 7 1  ( F i g .  6 )  h a s  a  n e w  a l t e r n a t i v e  RN A p r o c e s s i n g  

s i t e  wh i c h  a d d s  3 4  b p  f r o m  i n t r o n  7 7  b e t w e e n  e x o n s  7 7  a n d  7 8 .  T h i s  

g e n e r a t e s  a  s t o p  c o d o n  t h a t  i mp e d e s  e x o n s  7 8  a n d  7 9  t r a n s l a t i o n ,  a n d  

p r o v i d e s  t h e  p r o t e i n  a  d i f f e r e n t  C - t e r mi n a l  d o ma i n  w i t h  1 0  h yd r o p h i l i c  

a mi n o  a c i d s ,  s o me  o f  t h e m wi t h  p o t e n t i a l  f o r  p h o s p h o r y l a t i o n ;  T h e r e  i s  

a l s o  a n  i s o f o r m t h a t  p o s s e s s e s  t h i s  i n t r o n i c  s e q u e n c e  a n d  l a c k s  e x o n s  7 1 -

7 4  c a l l e d  Dp 7 1 e Δ 7 1  ( S a i n t  M a r t í n  e t  a l . ,  2 0 1 2 ) .  
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F i g u r e  6 . -  S c h e m a t i c  r e p r e s e n t a t i o n  o f  D p 7 1  i s o f o r m s .   

A .  G r o u p s  o f  Dp 7 1  i s o f o r ms  ( D p 7 1 d ,  D p 7 1 f ,  a n d  Dp 7 1 e ) .  Dp 7 1 d  

g r o u p  c a r r i e s  e x o n s  7 8  a n d  7 9 ;  Dp 7 1 f  g r o u p  l a c k s  e x o n  7 8  a n d  

h a s  t h e  " f o u n d e r ”  s e q u e n c e  a n d  Dp 7 1 e  g r o u p  c o n t a i n s  t h e  i n t r o n  

7 7  ( i 7 7 )  a n d  l a c ks  e x o n s  7 8  a n d  7 9  a t  t h e  p r o t e i n  l e v e l .  D o t t e d  

l i n e s  s h o w  t h e  e x o n  l o s t  b y  a l t e r n a t i v e  s p l i c i n g .  N a me s  o f  Dp 7 1  

i s o f o r ms  s u g ge s t e d  b y  Ar a go n  e t  a l .  a r e  i n d i c a t e d  a t  r i g h t .  B .  

A l i gn me n t  o f  Dp 7 1  a mi n o  a c i d  s e q u e n c e s  c o ve r i n g  t h e  e x o n s  7 7 ,  

7 8 ,  a n d  7 9 .  T h e  e x o n s  ( E x ) ,  a l t e r n a t i v e  e x o n  7 9  ( E x 7 9 f )  o r  

i n t r o n  7 7  ( In 7 7 )  a r e  i n d i c a t e d  ( A r a g ó n  e t  a l . ,  2 0 1 7 ) .  
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Dp71 f unc t ions  

A s  Dp 7 1  i s  a b l e  t o  r e s t o r e  t h e  D AP C  c o mp o n e n t s ,  e x p r e s s i o n  a n d  

l o c a l i za t i o n ,  b u t  i t  f a i l s  t o  a me l i o r a t e  mu s c u l a r  d y s t r o p h y  ( Co x  e t  a l . ,  

1 9 9 4 ) ;  i t  i s  r e a s o n a b l e  t o  t h i n k  t h a t  D p 7 1  h a s  a  p a r t i c u l a r  r o l e  w i t h  

d i f f e r e n t  f u n c t i o n s  t h a n  mu s c u l a r  d ys t r o p h i n .  T h e  ma i n  n o n -mu s c u l a r  DM D 

p h e n o t yp e s  t h a t  a r e :  n o n -p r o gr e s s i ve  me n t a l  r e t a r d a t i o n  a n d  r e t i n a l  

d y s f u n c t i o n  a r e  a s s o c i a t e d  t o  Dp 7 1 .  D i f f e r e n t  s t u d i e s  i n vo l v e d  Dp 7 1  i n  

s p e c i f i c  c e l l  p r o c e s s e s  l i k e :  n e u r o n a l  p l a s t i c i t y  ( G ó r e c k i  e t  a l . ,  1 9 9 8 ) ,  c e l l  

a d h e s i o n  ( Ce r n a  e t  a l . ,  2 0 0 6 ) ,  r e t i n a l  h o m e o s t a s i s  ( F o r t  e t  a l . ,  2 0 0 8 ;  S e ne  

e t  a l . ,  2 0 0 9 ) ,  c e l l  d i f f e r e n t i a t i o n  ( Ro mo - Y á ñ e z  e t  a l . ,  2 0 0 7 ) ,  c e l l  d i v i s i o n  

( V i l l a r r e a l -S i l va  e t  a l . ,  2 0 1 1 ) ,  a c t i n - c y t o s ke l e t o n  r e mo d e l i n g  ( Ce r e c e d o  e t  

a l . ,  2 0 0 6 )  a n d  n u c l e a r  e n ve l o p e -a s s o c i a t e d  f u n c t i o n  ( V i l l a r r e a l -S i l va  e t  

a l . ,  2 0 1 0 ) .  

D p 7 1  i s  t h e  ma i n  DM D  p r o d u c t  e x p r e s s e d  i n  t h e  b r a i n  ma i n l y  i n  a s t r o c y t e s  

a n d  n e u r o n s .  Dp 7 1  i s  e x p r e s s e d  i n  t h e  c e l l  me m b r a n e  o f  c u l t u r e d  

a s t r o c y t e s ,  f o r e b r a i n  a s t r o c y t e s  ( Dp 7 1 d )  a n d  r e t i n a l  a s t r o c y t e s .  Dp 7 1d  

i mmu n o l a b e l i n g  i s  a l s o  d e t e c t e d  i n  h i p p o c a mp a l  n e u r o n s ,  wh i l e  n u c l e a r  

i mmu n o s t a i n i n g  o f  Dp 7 1 f  h a s  b e e n  o b s e r v e d  e x c l u s i ve l y  i n  n e u r o n s .  

I n t e r e s t i n g l y ,  o n e  s t u d y  s h o w e d  t h a t  a c t i va t i o n  o f  g l u t a ma t e  r e c e p t o r s  b y  

k a i n a t e  a l t e r s  mR N A  e x p r e s s i o n  o f  d y s t r o p h i n  a n d  D p 7 1  i n  r a t  

h i p p o c a mp u s ,  s u g g e s t i n g  t h e  i n v o l ve me n t  o f  t h e  DM D g e n e  i n  n e u r o n a l  

p l a s t i c i t y  ( Go n z á l e z -R a mí r e z  e t  a l . ,  2 0 0 8 ;  Gó r e c k i  e t  a l . ,  1 9 9 8 ;  T a d a y o n i  

e t  a l . ,  2 0 1 2 ) .  

A n o t h e r  n o n -mu s c u l a r  c h a r a c t e r i s t i c  p r e s e n t  i n  DM D  p a t i e n t s ,  c o r r e s p o n d s  

t o  a n  a l t e r e d  e l e c t r o r e t i n o gr a m ( E R G) ,  p r e s e n t  i n  8 0 %  o f  t h e  p a t i e n t s  wh o  

a l s o  e x h i b i t  a  r e d u c t i o n  o f  t h e  wa v e  B  a mp l i t u d e .  T h e  s ma l l  d ys t r o p h i n s  

D p 2 6 0 ,  Dp 1 4 0  a n d  D p 7 1  a r e  e x p r e s s e d  i n  r e t i n a ;  i mp o r t a n t l y ,  Dp 7 1  h a s  

b e e n  l o c a t e d  a r o u n d  b l o o d  v e s s e l s  a n d  i n  t h e  l i mi t i n g  me mb r a n e .  S t u d i e s  

i n  r e t i n a  s h o w  t h a t  t h e  D AP s  a n d  s p e c i f i c a l l y  Dp 7 1  a r e  i n v o l ve d  i n  t h e  

e x p r e s s i o n  a n d  l o c a l i z a t i o n  o f  wa t e r  c h a n n e l s  ( a q u a p o r i n  A QP 4 )  a n d  

p o t a s s i u m c h a n n e l  ( K i r 4 . 1 )  i n  M G C,  r e g u l a t i n g  e s s e n t i a l  f u n c t i o n s  s u c h  a s  
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r e t i n a l  h o me o s t a s i s  a n d  ma i n t e n a n c e  o f  b l o o d  r e t i n a l  b a r r i e r  ( F o r t  e t  a l . ,  

2 0 0 8 ;  T a d a y o n i  e t  a l . ,  2 0 1 2 ) .  

D p 7 1  a l s o  p l a y s  a n  i mp o r t a n t  r o l e  i n  c e l l  a d h e s i o n  e i t h e r  b e t w e e n  c e l l s  o r  

i n t e r a c t i n g  w i t h  t h e  e x t r a c e l l u l a r  ma t r i x .  M a r q u e z  e t  a l .  ( 2 0 0 3 )  d e s c r i b e d  

h o w Dp 7 1 d  a c c u mu l a t e s  i n  c e l l - c e l l  j u n c t i o n s  ( M a r q u e z  e t  a l . ,  2 0 0 3 )  wh i l e  

C e r n a  e t  a l .  ( 2 0 0 6 )  p r o p o s e d  t h e  f o r ma t i o n  o f  a  c e l l  a d h e s i o n  mo d e l  t o  t he  

e x t r a c e l l u l a r  ma t r i x  t h r o u g h  t h e  i n t e r a c t i o n  o f  D p 7 1 f  a n d  t h e  b e t a 1 -

i n t e g r i n  a d h e s i o n  s ys t e m ( Ce r n a  e t  a l . ,  2 0 0 6 ) .  

A  r o l e  i n  c e l l  d i v i s i o n  h a s  b e e n  a t t r i b u t e d  t o  Dp 7 1  s i n c e  V i l l a r r e a l -S i l va  

e t  a l .  ( 2 0 1 1 )  p o s t u l a t e d  t h a t  Dp 7 1  i s  a  c o mp o n e n t  o f  t h e  mi t o t i c  s p i n d l e  

a n d  o f  mu l t i p r o t e i n  c y t o k i n e s i s  d e v i c e s  t h a t  c a n  mo d u l a t e  t h e  c e l l  d i v i s i o n  

c y c l e  b y  l a mi n  B1  a n d  β -d y s t r o g l y c a n  t h u s  c o n f e r r i n g  a  c o r r e c t  

l o c a l i za t i o n  a n d  s t a b i l i t y  ( V i l l a r r e a l -S i l va ,  Ce n t e n o -C r u z  e t  a l . ,  2 0 1 1 ) .  

T h e  i mp o r t a n c e  o f  t h e  Dp 7 1  i s o f o r m s  f o r  N GF -me d i a t e d  c e l l  

d i f f e r e n t i a t i o n  i n  P C 1 2  c e l l s  h a s  a l s o  b e e n  i d e n t i f i e d .  A n  i n c r e a s e  i n  

D p 7 1 Δ 7 1  ( Dp 7 1 a b )  e x p r e s s i o n  wa s  o b s e r v e d  d u r i n g  t h e  d i f f e r e n t i a t i o n  o f  

t h e s e  c e l l s  ( M a r q u e z ,  C i s n e r o s  e t  a l . ,  2 0 0 3 ) .  O n  t h e  o t h e r  h a n d ,  t h e  

c o mp o n e n t s  o f  t h e  Dp 7 1 f Δ 7 1 - a s s o c i a t e d  p r o t e i n  c o mp l e x  i n  n o n -

d i f f e r e n t i a t e d  P C1 2  c e l l s :  β -d y s t r o g l y c a n ,  α 1 - s y n t r o p h i n ,  β - d y s t r o b r e v i n  

a n d  α - ,  β -  a n d  γ - s a r c o g l yc a n  c h a n ge d  u p o n  d i f f e r e n t i a t i o n  i n d u c t i o n  t o :  β -

d y s t r o g l i c a n ,  α 1 - s y n t r o p h i n ,  β -d y s t r o b r e v i n  a n d  γ - s a r c o g l yc a n  ( R o mo -

Y a n e z ,  Ce j a  e t  a l . ,  2 0 0 7 ) .  

 

Dp71 in  Re t ina  

T h e  a b n o r ma l  E R G o b s e r v e d  i n  p a t i e n t s  w i t h  DM D  h a s  b e e n  a t t r i b u t e d  t o  

t h e  a l t e r e d  e x p r e s s i o n  o f  t h e  s h o r t  p r o d u c t s  o f  t h e  DM D  g e n e  s i n ce  

p a t i e n t s  w i t h  d e l e t i o n s  i n  t h e  c e n t r a l  r e g i o n  o f  t h e  g e n e  h a ve  a n  a b n o r ma l  

E R G  w h e r e a s  mo s t  p a t i e n t s  w i t h  mu t a t i o n s  w i t h i n  t h e  g e n e  5 ' - e n d  h a v e  a  

n o r ma l  E R G.  D y s t r o p h i n s  Dp 2 6 0 ,  D p 1 4 0  a n d  Dp 7 1  a r e  e x p r e s s e d  i n  t h e  

mo u s e  r e t i n a  ( D’ S o u z a  e t  a l . ,  1 9 9 5 ) ,  a n d  a l t h o u gh  t h e  r e t i n a  o f  Dp 7 1  n u l l  

m i c e  a p p e a r s  p h y s i o l o g i c a l l y  n o r ma l ,  i t  i s  mo r e  v u l n e r a b l e  t o  i s c h e mi c  

l e s i o n s  t h a n  t h e  r e t i n a  o f  w i l d - t yp e  mi c e .  
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S a r i g  a n d  c o l l a b o r a t o r s  w e r e  t h e  f i r s t  t o  i d e n t i f y  t h e  a c t i v i t y  o f  t h e  D p 71  

p r o mo t e r  i n  t h e  r e t i n a ,  i n  t h i s  t i s s u e ,  D p 7 1  i s  l o c a t e d  a r o u n d  t h e  b l o o d  

v e s s e l s  o f  t h e  g a n g l i o n  c e l l  l a ye r  a n d  w i t h i n  t h e  i n t e r n a l  l i m i t i n g  

me mb r a n e  ( H o w a r d  e t  a l . ,  1 9 9 8 ;  S a r i g  e t  a l . ,  1 9 9 9 ) .  I n  M G C ,  c l u s t e r s  a r e  

o b s e r v e d  f o r  Dp 7 1 f  w i t h  a  p a r t i c u l a r l y  s t r o n g  s t a i n i n g  a t  t h e  e n d  o f  t he  

f e e t  o f  t h e s e  c e l l s ,  wh e r e a s  d ys t r o p h i n -a s s o c i a t e d  p r o t e i n s  h a ve  a  

p r e d o mi n a n t l y  me mb r a n a l  l o c a t i o n .  DA P s  ( β -D i s t r o g l yc a n ,  δ -  a n d  γ -

s a r c o g l y c a n s  a n d  α 1 - s y n t r o p h i n )  a r e  a l s o  l o c a l i ze d  i n  o t h e r  r e t i n a l  c e l l  

t y p e s  w h e r e a s  Dp 7 1 f  e x p r e s s i o n  i s  r e s t r i c t e d  t o  M G C a n d  As t r o c y t e s ,  

s u g ge s t i n g  a  s p e c i f i c  f u n c t i o n  w i t h i n  t h e s e  c e l l s   ( C l a u d e p i e r r e  e t  a l . ,  

2 0 0 0 ;  G i o c a n t i -A u r e g a n  e t  a l . ,  2 0 1 6 ) .   

R e t i n a l  s t u d i e s  d e mo n s t r a t e  t h a t  D A P s  a n d  Dp 7 1  c o n t r o l  t h e  e x p r e s s i o n  

a n d  l o c a l i za t i o n  o f  wa t e r  c h a n n e l s  ( a q u a p o r i n  A QP 4 )  a n d  p o t a s s i u m 

( K i r 4 . 1 )  i n  M G C.  C o r r e c t  e x p r e s s i o n  a n d  l o c a l i za t i o n  o f  A QP 4  a n d  K i r 4 . 1  

c h a n n e l s  a r e  e s s e n t i a l  f o r  t h e  a d e q u a t e  f u n c t i o n  o f  t h e s e  c e l l s ;  t h e i r  

f u n c t i o n s  i n c l u d e  r e t i n a l  h o me o s t a s i s  a n d  ma i n t e n a n c e  o f  t h e  b l o o d - r e t i n a l  

b a r r i e r .  T h e  Dp 7 1  a s s o c i a t e d  D AP C  d e s c r i b e d  i n  r e t i n a  ( F i g .  7 )  i n c l u d e s :  

ε - s a r c o g l y c a n  ( ε -S G) ,  β -d y s t r o g l y c a n  ( β -D G ) ,  w a t e r  c h a n n e l :  a q u a p o r i n  4  

( AQ P 4 ) ,  I n w a r d  r e c t i f y i n g  p o t a s s i u m c h a n n e l  K i r 4 . 1 ,  α - s y n t r o p h i n  ( α -S y n )  

a n d  α -d y s t r o b r e v i n  ( α -D B) ;  i t  i s  l o c a l i z e d  i n  M G C e n d f e e t  i n  t h e  

c h o l e s t e r o l  r i c h  p l a s ma t i c  me mb r a n e  d o ma i n  ( Da l l o z  e t  a l . ,  2 0 0 3 ;  F o r t  e t  

a l . ,  2 0 0 8 ;  T a d a y o n i  e t  a l . ,  2 0 1 2 ) .  
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F i g u r e  7 . -  M o d e l  o f  D p 7 1  c o m p l e x  b i n d i n g  K i r 4 . 1  a n d  A Q P 4  i n  

r e t i n a  

D p 7 1 -D A P  c o mp l e x  a t  t h e  e n d f e e t  o f  M GC ,  l o c a l i ze d  i n  G M 1  

c h o l e s t e r o l  e n r i c h e d  p l a s ma  me mb r a n e  d o ma i n .  T h e  D A P  

i n c l u d e s :  ε - s a r c o g l yc a n  ( ε -S G) ,  β - d y s t r o g l yc a n  ( β -D G ) ,  wa t e r  

c h a n n e l :  a q u a p o r i n  4  ( A Q P 4 ) ,  I n w a r d  r e c t i f y i n g  p o t a s s i u m 

c h a n n e l  K i r 4 . 1 ,  α - s y n t r o p h i n  ( α -S y n ) ,  α -d ys t r o b r e v i n  ( α -D B)  

( F o r t  e t  a l . ,  2 0 0 8 ) .  

 

O n  t h e  o t h e r  h a n d ,  e x p e r i me n t a l  r e t i n a l  d e t a c h me n t  t r i g g e r s  a  d e c r e a s e  i n  

D p 7 1  e x p r e s s i o n ,  d e l o c a l i za t i o n  o f  K i r 4 . 1  c h a n n e l s  a n d  d e c r e a s e  o f  A QP4  

i n  M G C .  In  a d d i t i o n ,  i n  t h e  a b s e n c e  o f  D p 7 1 ,  v a s c u l a r  p e r me a b i l i t y  o f  t he  

r e t i n a  i n c r e a s e s .  W i t h  t h e  a b o v e  d a t a ,  i t  c a n  b e  s t a t e d  t h a t  t h e  l a c k  o f  

D p 7 1  l e a d s  t o  p h ys i o l o g i c a l  a l t e r a t i o n s  o f  t h e  M G C  s i mi l a r  t o  t h o se  

o b s e r v e d  i n  l e s i o n s  o r  d i s e a s e s  o f  t h e  r e t i n a  ( S e n e  e t  a l . ,  2 0 0 9 ) .  T h e r e f o r e ,  

b y  c o n t r o l l i n g  t h e  e x p r e s s i o n  a n d  s u b c e l l u l a r  d i s t r i b u t i o n  o f  p o t a s s i u m a n d  

w a t e r  c h a n n e l s ,  Dp 7 1  a n d  D A P  a r e  e s s e n t i a l  f o r  t h e  f u n c t i o n i n g  o f  M GC  

h e l p i n g  t o  ma i n t a i n  t h e  B R B .  

D y s t r o p h i n  D p 7 1  s p l i c e d  i s o f o r ms  t h a t  l a c k  e x o n  7 8 ,  Dp 7 1 f  g r o u p ,  a r e  a l s o  

l o c a l i ze d  i n  M G C;  w i t h  a  c l u s t e r e d  i n t r a c e l l u l a r  l o c a l i za t i o n  a n d  

s u r r o u n d i n g  t h e  c e l l  n u c l e u s .  I n  M G C ,  t h e  D p 7 1 f  l e v e l s  a r e  h i gh e r  t h a n  

t h o s e  o b s e r ve d  f o r  u t r o p h i n  ( C l a u d e p i e r r e  e t  a l . ,  1 9 9 9 ,  2 0 0 0 ) .  
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I t  h a s  b e e n  r e p o r t e d  t h a t  D y s t r o p h i n  D p 7 1  i s  e x p r e s s e d  i n  r e t i n a l  

a s t r o c y t e s  a r o u n d  b l o o d  ve s s e l s  a n d  a t  t h e  i n n e r  l i mi t i n g  me mb r a n e .  In  

a s t r o c y t e s  D p 7 1  h a d  b e e n  r e l a t e d  w i t h  t h e  d e v e l o p me n t  o f  t h e  c o mp l e x  

a s t r o c y t e s  n e t wo r k  a n d  a s t r o c y t e  mo r p h o l o g y  a s  we l l  a s  a n g i o g e n e s i s  d e l a y  

i n  p r o c e s s e s  o f  t h e  r e t i n a .  Ho we v e r ,  i t  s e e ms  l i ke  d y s t r o p h i n  D p 7 1  i s  n o t  

i n v o l ve d  i n  t h e  p o s t n a t a l  a s t r o c y t e s  mi g r a t i o n  d u r i n g  r e t i n a l  d e v e l o p me n t  

( G i o c a n t i -A u r e g a n  e t  a l . ,  2 0 1 6 ) .  T h e  D p 7 1  n u l l -mi c e  p r e s e n t s  a n  

o v e r e x p r e s s i o n  o f  V E G F ,  IC A M -1  a n d  AQ P 4 ,  a s  we l l  a s  a n  i n c r e a s e  i n  t h e  

n u mb e r  o f  a d h e r e n t  l e u k o c y t e s ,  me a n i n g  a n  i mp l i c a t i o n  o f  Dp 7 1  in  

i n f l a mma t i o n  ( E l  M a t h a r i  e t  a l . ,  2 0 1 5 ) .   

 

 

Dp71 in  the  Brain  

T h e  p r e s e n c e  o f  n o n -p r o gr e s s i ve  me n t a l  r e t a r d a t i o n  i s  n o w wi d e l y  

a c c e p t e d  a n d  r e c o g n i ze d  a s  a  c o mmo n  f e a t u r e  f o r  a  s u b s t a n t i a l  p r o p o r t i o n  

o f  p a t i e n t s  w i t h  DM D  ( 1  s t a n d a r d  d e v i a t i o n  b e l o w  a v e r a ge ) .  T h e  a n a l y s i s  

o f  i n t e l l e c t u a l  f u n c t i o n i n g  a n d  DM D r e v e a l e d  t h a t  b o t h  ve r b a l  a n d  

n o n v e r b a l  i n t e l l i g e n c e  i s  a f f e c t e d  i n  c h i l d r e n  w i t h  DM D ( C o t t o n  e t  a l . ,  

2 0 0 1 ) .  S o me  mu t a t i o n s  l o c a t e d  i n  D p 7 1  t r a n s c r i p t  a n d  d e l e t i o n  i n  Dp 1 4 0  

t r a n s c r i p t  we r e  c o r r e l a t e d  w i t h  p a t i e n t s  w i t h  s e v e r e  me n t a l  r e t a r d a t i o n ;  

mo l e c u l a r  a n a l ys e s  i n  8 1  DM D o r  BM D  p a t i e n t s  s h o we d  t h a t  mu t a t i o n s  

a f f e c t i n g  Dp 7 1  e x p r e s s i o n  o r  mu t a t i o n s  i n  e x o n s  7 5  a n d  7 6  a r e  a s s o c i a t e d  

w i t h  me n t a l  r e t a r d a t i o n .  M o r e o ve r ,  DM D p a t i e n t s  w i t h  mu t a t i o n s  u p s t r e a m 

o f  e x o n  6 2  ( n o t  a f f e c t i n g  Dp 7 1  e x p r e s s i o n ) ,  a r e  a s s o c i a t e d  w i t h  n o r ma l  o r  

b o r d e r l i n e  c o gn i t i v e  IQ  v a l u e s .  T h e  l a c k  o f  Dp 7 1  e x p r e s s i o n  c o n s t i t u t e s  a  

f a c t o r  t h a t  c o n t r i b u t e s  t o  t h e  s e v e r i t y  o f   m e n t a l  r e t a r d a t i o n  ( Da o u d  e t  a l . ,  

2 0 0 9 a ;  M o i z a r d  e t  a l . ,  1 9 9 8 ) .  

D p 7 1  i s  e x p r e s s e d  i n  d i f f e r e n t  CN S  s t r u c t u r e s  a n d  c e l l s ,  i n c l u d i n g  n e u r o n s  

i n  t h e  h i p p o c a mp u s ,  o l f a c t o r y  b u l b  ( Gó r e c k i  a n d  Ba r n a r d ,  1 9 9 5 ) ,  p o s t -

s y n a p t i c  d e n s i t i e s  ( B l a ke  e t  a l . ,  1 9 9 9 ) ,  p e r i v a s c u l a r  a s t r o c y t e s  ( S za b ó  e t  

a l . ,  2 0 0 4 )  a n d  M G C i n  t h e  r e t i n a ( C l a u d e p i e r r e  e t  a l . ,  2 0 0 0 ) .  
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R e c e n t l y ,  s e ve r a l  i s o f o r ms  e x p r e s s e d  i n  C NS  we r e  r e p o r t e d  i n c l u d i n g;  

D p 7 1 ,  Dp 7 1 d Δ 7 1  ( Dp 7 1 a ) ,  Dp 7 1 d Δ 7 1 - 7 4  ( D p 7 1 c ) ,  Dp 7 1 f  ( Dp 7 1 b ) ,  Dp 7 1 f Δ 7 1  

( Dp 7 1 a b ) ,  a n d  Dp 7 1 Δ 1 1 0  a n d  t h e  n e w e s t  i s o f o r ms :  D p 7 1 d Δ 7 1 , 7 4 .  T he  

i s o f o r ms  Dp 7 1 d Δ 7 1 ,  a n d  Dp 7 1 d Δ 7 1 - 7 4  a r e  t h e  mo s t  h i g h l y  e x p r e s s e d  i n  t he  

b r a i n  c o mp a r e d  w i t h  t h e  r e t i n a .  T h e  Dp 7 1 d  g r o u p  i s  mo r e  e x p r e s s e d  i n  

b r a i n  w h i l e  i n  r e t i n a  t h e  Dp 7 1 f  g r o u p  w a s  mo r e  a b u n d a n t  ( Ar a g ó n  e t  a l . ,  

2 0 1 7 ) .  

O n e  s t u d y  o f  Dp 7 1 -n u l l  m i c e  p r o v i d e d  t h e  f i r s t  s t r o n g  e v i d e n c e  t o  

u n d e r s t a n d  h o w  t h e   l o s s  o f  Dp 7 1  c a n  a l t e r  n e u r o n a l  a n d  c o gn i t i ve  

f u n c t i o n s ;  a s s i gn i n g  a  r e g u l a t o r y  r o l e  o f  Dp 7 1  i n  g l u t a ma t e r g i c  s y n a p s e  

o r g a n i z a t i o n  a n d  f u n c t i o n  ( Da o u d  e t  a l . ,  2 0 0 9 b ) .  T h e  d a t a  s u g ge s t e d  t h a t  

D p 7 1 -D A P C a s s o c i a t e  w i t h  t h e  mu l t i p r o t e i c  c o mp l e x  t h a t  c l u s t e r  t h e  

g l u t a ma t e  r e c e p t o r  a n d  o r g a n i ze  s i gn a l i n g  p r o t e i n s  r e q u i r e d  f o r  s yn a p t i c  

t r a n s mi s s i o n  a n d  p l a s t i c i t y .  

 

Cel l  junc t ions  

T h e  f o r ma t i o n  o f  e p i t h e l i a ,  t h e  a n c h o r i n g  o f  c e l l s  w i t h  t h e  b a s e me n t  

me mb r a n e ,  c e l l  m i g r a t i o n ,  c e l l  p o l a r i za t i o n  a s  w e l l  a s  t h e  f o r ma t i o n  o f  

n e u r o n a l  p r o j e c t i o n s  a r e  e x a mp l e s  o f  p r o c e s s e s  a n d  c e l l u l a r  b e h a v i o r s  f o r  

w h i c h  t h e  s e l e c t i ve  a d h e s i o n  o f  t h e  c e l l s  i s  i n d i s p e n s a b l e  e i t h e r  t o  o t h e r  

c e l l s  o r  t o  t h e  e x t r a c e l l u l a r  ma t r i x .  T h e  s p e c i f i c i t y  o f  c e l l  a d h e s i o n  i s  d u e  

t o  t h e  e x p r e s s i o n  a n d  i n t e r a c t i o n  o f  va r i o u s  r e c e p t o r  mo l e c u l e s  a s  we l l  a s  

l i ga n d  mo l e c u l e s  p r e s e n t  i n  a n o t h e r  c e l l  o r  i n  t h e  e x t r a c e l l u l a r  ma t r i x  

( H yn e s ,  1 9 9 9 ) .  

A n  i mp o r t a n t  f e a t u r e  t h a t  a l l o ws  t h e s e  a d h e s i o n  mo l e c u l e s  t o  r e gu l a t e  t h e  

f u n c t i o n s  o f  p r o l i f e r a t i o n ,  s u r v i v a l  a n d  d i f f e r e n t i a t i o n  i s  t h a t  i n  t h e i r  

i n t r a c e l l u l a r  d o ma i n s  t h e y  p o s s e s s  b i n d i n g  s i t e s  w i t h  t h e  a c t i n  f i l a me n t s .  

T h e y  ma y  a l s o  i n t e r a c t  w i t h  o t h e r  mo l e c u l e s  c a p a b l e  o f  t r a n s mi t t i n g  

s i g n a l s  i n  r e s p o n s e  t o  s t i mu l i  r e c e i v e d  f r o m o u t s i d e  t h e  c e l l  ( B u r r i d g e  a nd  

C h r za n o ws ka -W o d n i c k a ,  1 9 9 6 ) .  A mo n g  t h e  mo s t  i mp o r t a n t  c e l l  a d h e s i on  

r e c e p t o r  f a mi l i e s  a r e  i n t e g r i n s ,  c a d h e r i n s ,  s e l e c t i n s  a s  w e l l  a s  t h e  

i mmu n o g l o b u l i n  s u p e r f a mi l y  ( H yn e s ,  1 9 9 9 ) .  
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In  2 0 0 2  t h e  p r e s e n c e  o f  a  c a d h e r i n  h o mo l o g  d o ma i n  w i t h i n  t h e  ε -S G  

s e q u e n c e  wa s  f o u n d  ( D i c ke n s  e t  a l . ,  2 0 0 2 ) ,  t h i s  d o ma i n  i s  c h a r a c t e r i s t i c  o f  

mo l e c u l e s  i n v o l v e d  i n  c e l l  a d h e s i o n  i n t e r a c t i o n s .  T h i s  s u g g e s t s  t h e  

p o s s i b i l i t y  t h a t  t h e r e  i s  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  ε -S G  a n d  t h e  mo l e c u l e s  t h a t  

ma k e  u p  t h e  c o mp l e x e s  o f  c e l l u l a r  i n t e r a c t i o n .  
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General  object ive   

 

TO  STU D Y  TH E R OLE  O F D YST RO PH IN  Dp 71  I N  B OTH, 

PA T HOL O GI C AL A N D  PH YS IOLO GI CA L C ELL UL AR 

PR O C ESSES .  

 

Firs t  par t  ob jec t ives :  

•  C h a r a c t e r i ze  t h e  i mp a c t  o f  a  s u r g i c a l l y  i n d u c e d  i B R B b r e a k d o w n  on  

r e t i n a l  h o me o s t a t i c  c h a n ge s  d u e  t o  d y s t r o p h i n  Dp 7 1 ,  AQ P 4 ,  a nd  

K i r 4 . 1  a l t e r a t i o n s  i n  M G C i n  a  mo u s e  mo d e l .  

•  E l u c i d a t e  t h e  me c h a n i s m o f  a c t i o n  o f  d e x a me t h a s o n e  d u r i n g  t h e  

p r e ve n t i o n  o f  r e t i n a l  e d e ma .  

•  C o mp a r e  t h e  e f f e c t  o f  d i f f e r e n t  g l u c o c o r t i c o i d s  o n  Dp 7 1 ,  AQ P 4 ,  a n d  

K i r 4 . 1  e x p r e s s i o n .  

 

 

Second par t  ob jec t i ves :  

•  A n a l y z e s  t h e  i n t e r a c t i o n  b e t we e n  Dp 7 1 d  ( Dp 7 1 d Δ 7 1  a n d  Dp 7 1 d Δ 7 1 - 7 4 )  

a n d  ε -S G  i n  P C1 2  c e l l s .  

•  Id e n t i f y  p r o t e i n s  t h a t  f o r m p a r t  o f  t h e  c o mp l e x  f o r me d  b y  D p 7 1 d  a nd  

ε -S G  i n  P C 1 2  c e l l s .  

•  M e a s u r e  t h e  c e l l  t o  c e l l  i n t e r a c t i o n  a b i l i t y  o f  P C1 2  c e l l s  t h a t  o v e r -

e x p r e s s  Dp 7 1 d Δ 7 1  a n d  D p 7 1 d Δ 7 1 - 7 4 .   

•  P r o p o s e  a  s p e c i f i c  r o l e  o f  Dp 7 1 d Δ 7 1  a n d  D p 7 1 d Δ 7 1 - 7 4  i s o f o r ms  a t  t h e  

i n t e r c e l l u l a r  j u n c t i o n  s i t e s .  
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Methods 

 

Animals  

A l l  e x p e r i me n t s  we r e  d o n e  i n  c o mp l i a n c e  w i t h  t h e  E u r o p e a n  Co mmu n i t i e s  

C o u n c i l  D i r e c t i v e s  ( 8 6 / 6 0 9 / E E C)  f o r  a n i ma l  c a r e  a n d  e x p e r i me n t a t i on  

( HM G) .  M i c e  we r e  h a n d l e d  i n  a c c o r d a n c e  w i t h  t h e  A RV O  s t a t e me n t  f o r  t h e  

u s e  o f  a n i ma l s  i n  o p h t h a l mi c  a n d  v i s i o n  r e s e a r c h  ( IOV S ) .  

 

Exper imenta l  Mode l s  

T h r e e  d i f f e r e n t  e x p e r i me n t a l  mo d e l s  we r e  u s e d :  

1 .  L ens  su rg ery  

F o r  t h i s  s t u d y ,  8 -w e e k -o l d  C 5 7 BL / 6 J  mi c e  ( J a n v i e r ,  S t  Be t h e r v i n ,  F r a n c e )  

w e r e  u s e d  i n  a c c o r d a n c e  w i t h  t h e  ARV O S t a t e me n t  f o r  t h e  Us e  o f  An i ma l s  

i n  O p h t h a l mi c  a n d  V i s i o n  Re s e a r c h .  

S u r g i c a l  p r o c e d u r e  w a s  p e r f o r me d  u s i n g  i s o f l u r a n e ;  p u p i l s  w e r e  d i l a t e d  

w i t h  t o p i c a l  p h e n y l e p h r i n e  ( 2 . 5 % )  a n d  t r o p i c a mi d e  ( 1 % ) .  U n d e r  s u r g i c a l  

m i c r o s c o p e ,  a  3 0 -g a u g e  n e e d l e  wa s  i n s e r t e d  i n t o  t h e  p o s t e r i o r  p a r t  o f  t h e  

l e n s  t o  r e mo ve  i t ,  a l l o wi n g  a  d i r e c t  c o n t a c t  b e t we e n  r e ma i n i n g  l e ns  

f r a g me n t s  a n d  t h e  v i t r e o u s  t o  i n d u c e  v i t r e o u s  i n f l a mma t i o n  a n d  i n n e r  BR B 

b r e a kd o w n  i n  t h e  c o n t e x t  o f  a n  I r v i n e  Ga s s  s y n d r o me  mo d e l  ( F i g .  6 ) .  

U n d e r  i s o f l u r a n e ,  a  s i n g l e  d o s e  ( 1  µ L )  o f  1 0  mg / mL  d e x a me t h a s o n e  

( S i g ma -A l d r i c h ,  S a i n t -Q u e n t i n ,  F r a n c e )  d i l u t e d  i n  b a l a n c e d  s a l i n e  s o l u t i o n  

( BS S )  ( A l c o n  L a b o r a t o r i e s ,  I n c . ,  Ru e i l -  M a l ma i s o n ,  F r a n c e )  wa s  i n j e c t e d  

i n t r a v i t r e a l l y  w i t h  a  3 3 -g a u g e  mi c r o i n j e c t o r  ( Ha mi l t o n ,  Bo n a d u z ,  

S wi t z e r l a n d ) .  A  c o n t r o l  g r o u p  r e c e i ve d  a n  e q u a l  v o l u me  o f  v e h i c l e  ( BS S ) .  

L e n s  s u r g e r y  wa s  p e r f o r me d  a t  d a y  0 .  T we n t y - f o u r  h o u r s  p o s t - s u r ge r y ,  

m i c e  r e c e i ve d  a  d e x a me t h a s o n e  o r  v e h i c l e  i n j e c t i o n  ( n = 2 2 ) .  I n n e r  BRB 

p e r me a b i l i t y  wa s  me a s u r e d  2 4  h o u r s  ( n = 5  p e r  g r o u p )  a n d  4 8  h o u r s  ( n = 5  p e r  
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g r o u p )  a f t e r  i n j e c t i o n ,  a n d  a t  4 8  h o u r s ,  t o t a l  p r o t e i n s  e x t r a c t s  we re  

p r e p a r e d  ( n = 1 2  p e r  g r o u p ) .   

 

F i g u r e  8 . -  Le n s  s u r g e r y .   

W i l d - t y p e  mi c e  l e n s  o b s e r v e d  t h r o u g h  mi c r o s c o p e .  T h e  n o r ma l  

l e n s  ( l e f t  p h o t o ) ,  t h e  e ye  d u r i n g  t h e  s u r ge r y  ( c e n t r a l  p h o t o )  

w h e r e  t h e  ga u ge  i s  i n  t h e  p o s t e r i o r  p a r t  o f  t h e  l e n s  a n d  t h e  e y e  

p o s t - s u r g e r y  t h a t  p r e s e n t s  t h e  l e n s  s c a r  ( r i g h t  p h o t o )  a r e  s h o wn .  

P h o t o s  o b t a i n e d  f r o m t h e  s u r g i c a l  m i c r o s c o p e .  

 

2 .  R e t i na l  E xp l an t s  

T h r e e  M i l l i c e l l  i n s e r t  me mb r a n e s  we r e  p l a c e d  i n  a  s t e r i l e  s i x -w e l l  p l a t e  

c o n t a i n i n g  5 0 0  µ L / w e l l  o f  i s o t o n i c  s o lu t i o n  ( 1 3 6  mM  Na Cl ,  3  mM  K Cl ,  2  

mM  C a Cl 2 ,  1  mM  M g C l 2 ,  1 0  mM  HE P E S ,  a n d  1 1  mM  g l u c o s e ,  a d j u s t e d  t o  

p H  7 . 4  w i t h  T r i s )  o r  h y p o o s mo t i c  s o l u t i o n  ( 6 0 %  o f  i s o t o n i c  s o l u t i o n )  

c o n t a i n i n g  1  mM  o f  B a 2 +  i o n s  ( p o t a s s i u m c h a n n e l  b l o c ke r s ) .  T he  

me mb r a n e s  w e r e  p l a c e d  i n t o  e a c h  we l l  w i t h  t h e  h y d r o p h i l i c  s i d e  f a c i n g  t he  

w e l l  b o t t o m i n  c o n t a c t  w i t h  t h e  r e s p e c t i ve  s o l u t i o n .   

A f t e r  e n u c l e a t i o n ,  e y e s  we r e  ma i n t a i n e d  i n  CO 2 - i n d e p e n d e n t  me d i u m 

( G i b c o ,  W a l t h a m,  M A ,  US A)  a n d  q u i c k l y  p r o c e s s e d  t o  p e r f o r m t h e  r e t i na  

d i s s e c t i o n  ( S a w a mi p h a k  e t  a l . ,  2 0 1 0 ) .    
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R e t i n a s  w e r e  p l a c e d  w i t h  t h e  p h o t o r e c e p t o r s  f a c i n g  t h e  me mb r a n e ,  a n d  1  

mL  s o l u t i o n  wa s  a d d e d  t o  e a c h  we l l .  De x a me t h a s o n e  ( 1 0  mg / mL )  was  

a d d e d  o n  t h e  r e t i n a  t o p .  T h e  p l a t e s  we r e  i n c u b a t e d  a t  3 5 8 C  i n  a  h u mi d i f i ed  

i n c u b a t o r  w i t h  5 %  C O 2  f o r  8  h o u r s .  Af t e r  i n c u b a t i o n ,  t h e  r e t i n a s  we r e  

p r o c e s s e d  t o  o b t a i n  R N A  o r  t r e a t e d  w i t h  p a p a i n  ( 0 . 3  mg / mL )  a n d  i mmu n e -

s t a i n e d  u s i n g  a n  a n t i -G S  a n t i b o d y  a n d  D A P I  ( S i g ma -A l d r i c h )  t o  i d e n t i f y  

M GC .  Ima g e s  we r e  c a p t u r e d  u s i n g  a n  O l y mp u s  F V 1 0 0 0  l a s e r - s c a n n i n g  

c o n f o c a l  mi c r o s c o p e .  T h e  s i ze  q u a n t i f i c a t i o n  o f  t h e  s o ma  wa s  p e r f o r me d  

s e l e c t i n g  t h e  s o ma  a r e a  o f  i n d i v i d u a l  c e l l s  a n d  u s i n g  t h e  a r e a  me a s u r e  t o o l  

o f  Ima g e J  s o f t wa r e  ( n ≥ 3 0  c e l l s ) ;  t h e  v a l u e s  a r e  e x p r e s s e d  i n  p e r c e n t a g e s .  

 

3 .  C el l s  cu l tur e  

P C1 2  a n d  P C1 2 / T e t -O n  c e l l s  we r e  c u l t u r e d  i n  DM E M  me d i u m ( Du l b e c c o ' s  

M o d i f i e d  E a g l e  M e d i u m,  G i b c o )  s u p p l e me n t e d  w i t h  1 0 %  h o r s e  s e r u m 

( G i b c o )  a n d  5 %  f e t a l  b o v i n e  s e r u m ( G i b c o ) ;  a d d e d  w i t h  p e n i c i l l i n  ( 1 00  

U ml ) ,  s t r e p t o my c i n  ( 1  mg / ml )  a n d  my c o s t a t i n  ( 0 . 2 5  µ g / ml )  t h e n  i n c u b a t ed  

a t  3 7 ° C  i n  a  h u mi d i f i e d  a t mo s p h e r e  w i t h  5 %  C O 2 .  F o r  ma i n t e n a n c e ,  c e l l s  

l i n e s :  P C1 2 / T e t On -D p 7 1 a ,  P C1 2 / T e t O n -D p 7 1 a b ,  P C1 2 / T e t O n -D p 7 1 c ,  

P C1 2 / T e t On -D p 7 1 e  a n d  P C1 2 / T e t On -D p 7 1 e c ;  t h e  me d i u m  we r e  

s u p p l e me n t e d  w i t h  P u r o my c i n  ( 2 0 0  µ g / ml ) .   

C e l l s  we r e  c u l t u r e d  i n  P 1 0 0  ( 1 0 0  mm) ,  P 6 0  ( 6 0  mm)  d i s h e s  o r  i n  4 ,  6  a n d  

1 2  w e l l  p l a t e s  p r e v i o u s l y  t r e a t e d  w i t h  c o l l a g e n  o r  o n  t o p  o f  p o l y -L - l y s i n e  

t r e a t e d  c o ve r s l i p s  ( 1 0 0  µ g / ml )  a s  r e q u i r e d .  

F o r  d i f f e r e n t i a t i o n  i n d u c t i o n ,  2 0 , 0 0 0  c e l l s  we r e  s e e d e d  i n  4  w e l l  p l a t e s  o r  

3 0 , 0 0 0  i n  6 -w e l l  p l a t e s  a n d  i n c u b a t e d  i n  s u p p l e me n t e d  me d i u m ( 1 : 1 0 )  f o r  5  

h o u r s .  D o x yc y c l i n e  ( 1 0 0  µ g / ml ,  Do x )  wa s  a d d e d  t o  i n d u c e  D p 7 1  i s o f o r m  

e x p r e s s i o n  a n d  t h e  c e l l s  i n c u b a t e d  f o r  1 8 -2 0  h o u r s .  T h e  me d i u m wa s  

r e p l a c e d  w i t h  f r e s h  me d i u m s u p p l e me n t e d  w i t h  n e u r o n a l  g r o wt h  f a c t o r  

( NG F )  5 0  n g / ml ,  e v e r y  3  d a y s .  Ce l l s  we r e  h a r v e s t e d  a f t e r  9  d a y s  o f  

d i f f e r e n t i a t i o n  i n d u c t i o n  f o r  a n a l ys i s .   
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DNA ex trac t ion  and  PCR  

C e l l  c u l t u r e s  we r e  p r o c e s s e d  i mme d i a t e l y  a f t e r  r e mo v a l  f r o m t h e  

i n c u b a t o r .  G r o wn  c e l l s  i n  s u s p e n s i o n  wh e r e  r e s u s p e n d e d  a n d  c e n t r i f u g e d  a t  

8 0 0 0 g  f o r  5  mi n  a t  RT  ( 1 5 -2 5  º C)  a n d  s u p e r n a t a n t  d i s c a r d e d ;  t h e  c e l l  

p e l l e t  wa s  wa s h e d  w i t h  P B S .  T r i zo l  ( 1  ml  r e a g e n t  p e r  1  ×  1 0 7  c e l l s )  wa s  

a d d e d  t o  c e l l  p e l l e t s ,  t h e  l y s a t e  w a s  r e s u s p e n d e d  w i t h  a  s t e r i l e  d i s p o s a b l e  

1  ml  p i p e t t e  t i p .  T he n  t h e  t i s s u e  o r  c e l l  l y s a t e  w a s  t r a n s f e r r e d  t o  a  1 . 5  ml  

n e w  t u b e .  

T h e  h o mo g e n a t e  wa s  i n c u b a t e d  a t  RT  ( 1 5 -2 5  º C)  f o r  5  mi n  f o r  c o mp l e t e  

d i s s o c i a t i o n  o f  n u c l e o p r o t e i n  c o mp l e x e s .  T h e n  2 0 0  µ l  o f  c h l o r o f o r m w e r e  

a d d e d  a n d  t h e  s a mp l e s  we r e  vo r t e x e d  v i g o r o u s l y  f o r  1 5  s e c o n d s .  T h e  

h o mo ge n a t e  wa s  i n c u b a t e d  a t  RT  f o r  3  mi n .  

S a mp l e s  we r e  c e n t r i f u g e d  a t  1 2 , 0 0 0  x  g  f o r  1 5  mi n  a t  4 °C .  T h e  u p p e r  

a q u e o u s  p h a s e  ( 6 0 0  µ l )  w a s  t r a n s f e r r e d  t o  a  n e w  1 . 5  ml  RNa s e - f r e e  t u b e .  

F i n a l l y ,  t h e  DN A  wa s  p r e c i p i t a t e d  w i t h  a l c o h o l .  

 

Pro te in  ex t rac t ion  and  Wes te rn  b lo t  a s say  

C e l l s  we r e  c o l l e c t e d  a n d  wa s h e d  w i t h  P B S  b u f f e r .  E x t r a c t i o n  b u f f e r  2  ( 1% 

T r i t o n  X -1 0 0 ,  1 5 0  mM  Na Cl ,  T r i s  H Cl  5 0  mM  p H  =  7 . 4 ;  c o mp l e me n t e d  

w i t h  p r o t e a s e  i n h i b i t o r  c o c k t a i l  b e f o r e  b e i n g  u s e d )  w a s  a d d e d  a c c o r d i n g  

w i t h  t h e  c e l l  p e l l e t  s i z e .  Af t e r  2 0  mi n u t e s  i n c u b a t e d  a t  r o o m t e mp e r a t u r e ,  

s a mp l e  b u f f e r  v o l u me  ( 1 0 0  mM  T r i s ,  2 0 %  g l yc e r o l ,  0 . 0 5 %  b r o mo p h e n o l  

b l u e ,  p H  6 . 5 )  wa s  a d d e d  a n d  t h e n  t h e  s a mp l e s  we r e  b o i l e d  ( 1 0  mi n u t e s )  

b e f o r e  f r e e z i n g  a t  - 2 0  ° C  u n t i l  u s e .  

F o r  p r o t e i n  e x t r a c t i o n  s t a r t i n g  f r o m t i s s u e ,  1 0 0  µ l  o f  R IP A  b u f f e r  ( Na Cl  

1 5 0  mM ,  T r i t o n  1 % ,  S DS  0 , 1  % ,  De s o x y c h o l a t e  0 . 0 1 % ,  T r i s  H C L  5 0  mM  

p H  =  7 . 2 ;  c o mp l e me n t e d  w i t h  p r o t e a s e  i n h i b i t o r  c o c k t a i l  b e f o r e  b e i n g  

u s e d )  we r e  a d d e d  t o  e a c h  r e t i n a .  T i s s u e  wa s  d i s i n t e g r a t e d  u s i n g  P o l y t r o n  

t h e n  c e n t r i f u ga t e d  a n d  s u p e r n a t a n t  t r a n s f e r r e d  t o  a  n e w  t u b e .  F i n a l l y ,  o n e  

v o l u me  o f  s a mp l e  b u f f e r  ( 1 0 0  mM  T r i s ,  2 0 %  g l y c e r o l ,  0 . 0 5 %  b r o mo p h e n o l  

b l u e ,  p H  6 . 5 )  w a s  a d d e d  a n d  t h e  s a mp l e s  w e r e  b o i l e d  b y  1 0  mi n u t e s  b e f o r e  
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s t o r a ge  a t  - 2 0  °C  u n t i l  u s e .  T o t a l  p r o t e i n  wa s  q u a n t i f i e d  b y  t h e  Br a d f o rd  

me t h o d  u s i n g  9 6 -w e l l  p l a t e s ,  u s i n g  a  b o v i n e  s e r u m a l b u mi n  a s  s t a n d a rd  

( 0 . 5 -5  µ g ) .  

F o r  i mmu n o a s s a y s ,  d e n a t u r i n g  S DS -1 0 %  p o l ya c r y l a mi d e  ge l s  we r e  l o a d ed  

w i t h  2 0  µ g  o f  t o t a l  p r o t e i n  a n d  r u n  a t  1 0 0  vo l t s .  P r o t e i n s  we r e  b l o t t e d  t o  

n i t r o c e l l u l o s e  me mb r a n e s  a t  3 0 0  mA mp  f o r  2  h  a t  4  ° C .  M e mb r a n e s  we r e  

b l o c ke d  i n  T BS -T  b u f f e r  ( T r i z ma  Ba s e  1 0 0  mM ,  Na Cl  1 . 5 M ,  T we e n -2 0  

0 . 5 % )  c o n t a i n i n g  5 %  d r y  mi l k  ( 1  h o u r  a t  r o o m t e mp e r a t u r e )  a n d  i n c u b a t e d  

w i t h  t h e  p r i ma r y  a n t i b o d y  a t  4  ° C  o v e r n i g h t  i n  t h e  s a me  b l o c k i n g  b u f f e r .  

T h e  d i l u t i o n  a n d  s p e c i f i c  c o n d i t i o n s  f o r  e a c h  a n t i b o d y  u s e d  a r e  p r e s e n t e d  

i n  T a b l e  No 1 .  M e mb r a n e s  we r e  wa s h e d  a n d  i n c u b a t e d  w i t h  t h e  r e s p e c t i v e  

s e c o n d a r y  a n t i b o d y ,  a n t i -mo u s e  o r  a n t i - r a b b i t  I g G ,  c o n j u g a t e d  t o  

h o r s e r a d i s h  p e r o x i d a s e .  A  c h e mi l u mi n e s c e n t  p e r o x i d a s e  s u b s t r a t e  ( W e s t e r n  

L i g h t n i n g  P l u s -E C L  f r o m P e r k i n E l me r )  w a s  a d d e d  a n d  c h e mi l u mi n e s c e n c e  

w a s  d e t e c t e d  u s i n g  X - r a y  f i l ms .   

 

T a b l e  1 . -  A n t i b o d i e s .  S e n s e  a n d  a n t i s e n s e  o l i go n u c l e o t i d e s  u s i n g  f o r  

q u a n t i t a t i v e  RT - P CR  
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*  H4  a  r a b b i t  p o l y c l o n a l  a n t i b o d y  t h a t  r e c o gn i z e s  a l l  d ys t r o p h i n  i s o f o r ms  

( R i v i e r  e t  a l . ,  1 9 9 9 ) .  

Immunof luorescence  assay  

P C1 2  ce l l s  

F o r  c e l l  d i f f e r e n t i a t i o n  s t u d i e s ,  2 0 , 0 0 0  t o  3 0 , 0 0 0  c e l l s  we r e  s e e d e d  o n  

c o ve r s l i p s  c o v e r e d  w i t h  p o l y  L - l ys i n e  ( 1 0 0  µ g / ml ) .  F o r  n o n -d i f f e r e n t i a t e d  

c e l l s  i mmu n o f l u o r e s c e n c e ,  c e l l s  we r e  c u l t i v a t e d  t o  8 0 %  c o n f l u e n c e  on  

t r e a t e d  c o ve r s l i p s .  F o r  i n d i r e c t  i mmu n o f l u o r e s c e n c e  ( IF I ) ,  c e l l s  a d h e r e d  t o  

t h e  c o v e r s l i p  w e r e  wa s h e d  w i t h  c y t o s ke l e t a l  b u f f e r  ( C B)  ( 1 0  mM  M E S ,  1 5 0  

mM  Na Cl ,  5  mM  E GT A ,  5  mM  M g Cl  2 ,  5  mM  Gl u c o s e )  a n d  f i x e d  w i t h  4% 

p a r a f o r ma l d e h y d e .  P e r me a b i l i z a t i o n  w a s  p e r f o r me d  w i t h  

p a r a f o r ma l d e h y d e - t r i t o n  ( 4 %  a n d  0 . 4 %  r e s p e c t i v e l y )  i n  CB .  B l o c k i n g  was  

p e r f o r me d  u s i n g  0 . 5 %  g e l a t i n  i n  P BS  ( 0 . 5 % )  f o r  4 0 -5 0  mi n u t e s .  

P r i ma r y  a n t i b o d i e s  a r e  ( T a b l e  N o 1 )  we r e  i n c u b a t e d  a t  4  °C / 1 8 -2 0  h o u r s .  

S e c o n d a r y  a n t i b o d y  w a s  i n c u b a t e d  1  h o u r  a t  r o o m t e mp e r a t u r e .  Ce l l s  we re  

s t a i n e d  w i t h  1 : 1 0 0 0  D AP I  ( 4 ’ , 6 -d i a mi d i n o -2 -p h e n y l i n d o l e ) .  V e c t a  S h i e ld  

( V e c t o r  l a b o r a t o r i e s ,  I n c )  w a s  u s e d  t o  mo u n t  t h e  c o v e r s l i p s  a n d  s e a l e d  

w i t h  n a i l  v a r n i s h .   

T h e  i ma ge s  we r e  o b t a i n e d  b y  c o n f o c a l  mi c r o s c o p y  u s i n g  t h e  L e i c a  T C S 

S P E  mi c r o s c o p e s  a n d  t h e  L e i c a  mu l t i p h o t o n i c  S P 8 .  

 

M ü l l er  G l ia l  c e l l s  s ta i n  

T h e  r e t i n a s  we r e  i n c u b a t e d  a t  3 7 ° C  f o r  3 0  mi n u t e s  i n  5 0 0  µ l  o f  0 . 3  mg / mL  

o f  p a p a i n  ( P a p a i n  f r o m Ca r i c a  p a p a ya ,  1 0 1 0 8 0 1 4 0 0 1 ,  Ro c h e )  i n  P BS  i n  a  

1 . 5  ml  mi c r o  t u b e .  T h e y  we r e  w a s h e d  i n  1 ml  o f  P B S  a n d  b r i e f l y  f i x e d  i n  

4 %  p a r a f o r ma l d e h y d e  ( P F A)  f o r  1 0  mi n u t e s ,  f o l l o w e d  b y  3  wa s h e s  i n  P B S 

a d d e d  w i t h  D Na s e  ( 1 6 0  U / ml  In v i t r o g e n ) .  

T h e  r e t i n a s  w e r e  h o mo g e n i ze d  u s i n g  a  1  ml  p i p e t t e  ( u p  a n d  d o wn )  u n t i l  

d i s s o c i a t i o n  ( 5 -1 0  t i me s  ma x ) .  1 0 0 -2 0 0  µ l  o f  t h e  f r e s h  h o mo g e n a t e  w as  

l a y e r e d  o n  g l a s s  s l i d e s  a n d  l e f t  t o  d r y  o n  a  h o t  p l a t e  u n t i l  w h i t e  r e s i d u e  
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a p p e a r  ( 5  mi n u t e s  ma x ) .  T h e  a t t a c h e d  c e l l s  we r e  r e h y d r a t e d  w i t h  2 0 0  µ l  o f  

P B S ,  b r i e f l y  f i x e d  i n  2 %  P F A f o r  3 0  mi n u t e s  a n d  wa s h e d  w i t h  P B S .  T h e  

p e r me a b i l i za t i o n  wa s  d o n e  u s i n g  P B S  a d d e d  w i t h  0 . 1 %  T r i t on  f o r  5  mi n  a t  

r o o m t e mp e r a t u r e .  T h e  s a mp l e s  we r e  b l o c k  1  h o u r  w i t h  a  0 . 1 %  T w e e n 2 0  +  

3 %  N G S  +  1 %  BS A P B S  s o l u t i o n .  

C e l l s  we r e  i n c u b a t e d  w i t h  p r i ma r y  a n t i b o d i e s  ( T a b l e  No 1 )  o ve r n i gh t  a t  

4 ° C ,  wa s h e d  3  t i me s  w i t h  P B S  a d d e d  w i t h  0 . 1 %  T we e n  f o r  2  mi n u t e s .  

T h e n ,  t h e  A l e x a -c o u p l e d  s e c o n d a r y  a n t i b o d i e s  a n d  DA P I  ( 1 : 5 0 0 )  d i l u t e d  i n  

P B S ,  we r e  a d d e d  a n d  t h e  c e l l s  we r e  i n c u b a t e d  f o r  1  h o u r  a t  r o o m 

t e mp e r a t u r e .  F i n a l l y ,  t h e  s l i c e s  we r e  wa s h e d  2  t i me s  w i t h  P BS  /  

0 . 1 % T we e n  ( 2  mi n )  a n d  1  t i me  w i t h  wa t e r  ( 2  mi n ) .  T h e  c e l l s  w e r e  mo u n t e d  

b e t we e n  s l i d e s  w i t h  mo u n t i n g  me d i u m.  

 

F la t  mo un t ed  r e t i na s  

I m me d i a t e l y  a f t e r  s a c r i f i c i n g  t h e  a n i ma l s ,  t h e  e y e s  we r e  e n u c l e a t e d ,  a n d  a  

p e r f o r a t i o n  wa s  ma d e  i n  t h e  c o r n e a  w i t h  a  s c a l p e l .  T h e  e n t i r e  e ye  w a s  p u t  

i n  4 %  P F A f o r  1 5 -3 0  mi n u t e s  a f t e r  t h a t  t h e  r e t i n a  wa s  d i s s e c t e d  a s  

p r e v i o u s l y  r e p o r t e d  ( S a wa mi p h a k  e t  a l . ,  2 0 1 0 ) .  F i x a t i o n  o f  t h e  r e t i n a  

d u r i n g  1 0  mi n  i n  P F A  wa s  f o l l o we d  b y  5  mi n u t e s  w a s h e s  i n  P B S .  

T h e  r e t i n a s  w e r e  p u t  i n  b l o c k i n g  b u f f e r  ( P B S  wi t h  1 %  B S A ,  2 %  n o r ma l  

g o a t  s e r u m,  0 . 5 %  T r i t o n  X -1 0 0 )  a n d  i n c u b a t e  4  h o u r s  a t  r o o m t e mp e r a t u r e  

o r  4 ° C  o v e r n i g h t .  T h e  p r i ma r y  a n t i b o d y  w a s  d i l u t e d  i n  b l o c k i n g  b u f f e r  a n d  

t h e  r e t i n a s  we r e  i n c u b a t e d  i n  p r i ma r y  a n t i b o d y  e i t h e r  4  h o u r s  a t  r o o m 

t e mp e r a t u r e  o r  4 º C  o ve r n i gh t .  Af t e r  3  wa s h e s  ( 5  mi n u t e s  i n  P B S ) ,  t h e  

s e c o n d a r y  a n t i b o d y  a n d  D A P I  we r e  a d d e d  a n d  i n c u b a t e d  2  h o u r s  a t  r o o m 

t e mp e r a t u r e .  T h e  s a mp l e s  we r e  wa s h e d  3  t i me s  w i t h  P BS .  

R e l i e v i n g  c u t s  t o  t h e  r e t i n a  we r e  d o n e  t o  f l a t -mo u n t  t h e  r e t i n a  o n t o  a  g l a s s  

s l i d e  w i t h  e i t h e r  t h e  p h o t o r e c e p t o r  o r  RG C s i d e  f a c i n g  u p wa r d s .  A  d r o p  o f  

V e c t a  s h i e l d  wa s  a d d e d  b e f o r e  t h e  c o v e r s l i p  wa s  p l a c e d .  
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Quant i ta t i ve  RT -PCR ana lys i s  o f  r e t ina l  RNA  

T o t a l  R NA  w a s  e x t r a c t e d  f r o m h o l e  r e t i n a  u s i n g  T r i z o l  r e a g e n t  

( In v i t r o g e n ,  W a l t h a m,  M A,  U S A)  a t  2 4 ,  4 8 ,  a n d  7 2  h o u r s  a f t e r  l e n s  s u r ge r y  

( n = 4 ) .  Re v e r s e  t r a n s c r i p t i o n  wa s  p e r f o r me d  w i t h  5  µ g  o f  t o t a l  RN A u s i n g  

S u p e r S c r i p t  I I I  ( T h e r mo  F i s h e r  S c i e n t i f i c )  a n d  r a n d o m h e x a me rs  

( In v i t r o g e n ) .  C o mp l e me n t a r y  D N A wa s  a mp l i f i e d  u s i n g  S YB R Gr e e n  

( Ap p l i e d  B i o s y s t e ms ,  W a l t h a m,  M A,  US A)  o n  a  L i gh t C y c l e r  i n s t r u me n t  

( Ap p l i e d  B i o s y s t e ms )  f o l l o wi n g  t h e  ma n u f a c t u r e r ’ s  i n s t r u c t i o n s .  P C R 

p r i me r s  we r e  d e s i g n e d  u s i n g  P r i me r 3  s o f t wa r e 2 4  a n d  a r e  l i s t e d  i n  T a b l e  

N o 2 .  T h e  C t  v a l u e s  o f  RT -q P C R p r o d u c t s  we r e  c o mp a r e d  u s i n g  t h e  Δ Ct  

me t h o d .  T h e  a mo u n t  o f  D p 7 1  c D NA  w a s  n o r ma l i ze d  t o  mo u s e  β - a c t i n .  

 

T a b l e  2 . -  O l i g o n u c l e o t i d e s .  S e n s e  a n d  a n t i s e n s e  o l i g o n u c l e o t i d e s  

u s e d  f o r  R T -q P C R.  
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Quant i f i ca t ion  and  measuremen t  o f  ce l l s  g roups  

C e l l s  e x p r e s s i n g  t h e  d i f f e r e n t  D p 7 1  i s o f o r ms  ( P C1 2 / T e t On -D p 7 1 d Δ 7 1  

P C1 2 / T e t On -D p 7 1 d Δ 7 1 - 7 4 )  we r e  s e e d e d  o n  6  we l l s  p l a t e s  ( 1 0 0 , 0 00  

c e l l s / d i s h )  a n d  i n c u b a t e d  w i t h  Do x  ( 5 0 0  µ g / µ l )  t o  i n d u c e s  t h e  r e s p e c t i ve  

D p 7 1  i s o f o r m  e x p r e s s i o n .  Af t e r  2 4 h  o f  Do x  i n d u c t i o n ,  c e l l s  we re  

r e s u s p e n d e d  u s i n g  1  ml  p i p e t  ( 2 0  t i me s  e a c h  we l l )  i n  o r d e r  t o  s e e d  5 0 , 0 0 0  

c e l l s  o n  1 2 -w e l l  p l a t e s .   

C e l l s  we r e  i n c u b a t e d  d u r i n g  2 h  t o  l e a d  c e l l  g r o u p  f o r ma t i o n .  P h o t o s  we re  

t a k e n  w i t h  a  S L R C a n o n  c a me r a  w i t h  a  mi c r o s c o p e  a d a p t e r ;  t h e  i ma g e  

a n a l ys i s  wa s  d o n e  w i t h  Ax i o V i s i o n  ( c e l l  g r o u p  s i ze )  a n d  Im a g e J  s o f t wa r e  

( c e l l  c o u n t e r  t o o l ) .  

 

S ta t i s t i ca l  Ana lys i s  

A l l  t h e  d a t a  w a s  a n a l y z e d  u s i n g  t h e  n o n p a r a me t r i c  M a n n -W h i t n e y  t e s t  a n d  

e x p r e s s e d  a s  me a n s  6  S E M .  Gr a p h P a d  P r i s m 6  s o f t wa r e  ( L a  J o l l a ,  CA ,  

U S A)  w a s  u s e d  f o r  a l l  a n a l y s e s ,  a n d  s t a t i s t i c a l  s i g n i f i c a n c e  w a s  s e t  a t  P  <  

0 . 0 5 .  
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FIRST PART 

“Molecular al terations in  mouse Müller  gl ial  cel ls  

during cel lular edema and treatment  act ion 

mechanism analysis”  

 

 

Background  

T h e  c ys t o i d  ma c u l a r  e d e ma  ( CM E )  c a n  o c c u r  i n  d i f f e r e n t  r e t i n a l  d i s e a se  

s u c h  a s  i n t r a o c u l a r  i n f l a mma t i o n ,  c e n t r a l  o r  b r a n c h  r e t i n a l  ve i n  o c c l u s i o n ,  

d i a b e t i c  r e t i n o p a t h y  a n d  mo s t  c o mmo n l y  f o l l o wi n g  c a t a r a c t  e x t r a c t i o n .  

W h e n  CM E  o c c u r s  a f t e r  c a t a r a c t  s u r ge r y  a n d  t h e  c a u s e  s e e ms  t o  b e  d i r e c t l y  

r e l a t e d  t o  t h e  s u r ge r y ,  i t  i s  r e f e r r e d  a s  I r v i n e -G a s s  s yn d r o me ;  t h i s  i s  t h e  

mo s t  c o mmo n  c a u s e  o f  v i s u a l  i mp a i r me n t  a f t e r  c a t a r a c t  s u r ge r y .  Ho we ve r ,  

t h e  e x a c t  p a t h o g e n e s i s  o f  I r v i n e -G a s s  s y n d r o me  r e ma i n s  u n c e r t a i n  ( R o t s o s  

a n d  M o s c h o s ,  2 0 0 8 ) .  

W i t h  t h e  p u r p o s e  t o  b e t t e r  u n d e r s t a n d  t h e  i mp a c t  o f  b l o o d - r e t i n a l  b a r r i e r  

( BR B)  b r e a kd o w n  o n  r e t i n a l  h o me o s t a s i s  c h a n g e s  d u e  t o  d ys t r o p h i n  Dp 7 1  

a l t e r a t i o n s  i n  M ü l l e r  G l i a l  c e l l s  we  u s e d  a  s u r g i c a l l y  i n d u c e d  i B R B 

b r e a kd o w n  mi c e  mo d e l .  Af t e r  p a r t i a l  l e n s  s u r g e r y ,  t h e  p o s t e r i o r  c a p s u l a r  

l e n s  d i s c o n t i n u a t i o n  w a s  c o n f i r me d  o n  p o s t - s u r g e r y  c r y o s e c t i o n s  s t a i n e d  

w i t h  He ma t o x y l i n - E o s i n e  ( HE )  ( F i g .  9 A ) .  T h e  p e r me a b i l i t y  o f  t h e  i B RB 

i n c r e a s e  2 4  a n d  4 8  h o u r s  a f t e r  s u r ge r y  w a s  c o mp a r e d  w i t h  t h e  c o n t r o l  

r e t i n a s  w i t h o u t  s u r g e r y .  T h e  i B R B p e r me a b i l i t y  r e t u r n s  t o  n o r ma l  ( n o  

s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e  c o mp a r e d  w i t h  c o n t r o l  r e t i n a s )  7 2  h o u r s  p o s t -

s u r ge r y  ( F i g .  9 B )  ( S i q u e i r o s -M a r q u e z  e t  a l . ,  2 0 1 7 ) .  

E x p r e s s i o n  o f  Dp 7 1  a l s o  s h o we d  c h a n g e s  a f t e r  p a r t i a l  l e n s  s u r g e r y .  D p 71  

mR N A  d e c r e a s e d  s i g n i f i c a n t l y  ( 3 0 % )  2 4  h o u r s  a f t e r  s u r g e r y  a n d  t h i s  

c o n t i n u e s  f o r  a t  l e a s t  7 2  h o u r s  ( 1 5 % )  w h e n  i t  s t a r t s  t o  r e t u r n  t o  n o r ma l  
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l e v e l s  a s  c o mp a r e d  w i t h  c o n t r o l  r e t i n a s  ( F i g .  1 0 A ) .  M o r e o v e r ,  W e s t e r n  

b l o t  a n a l y s i s  s h o w e d  d o wn r e g u l a t i o n  o f  Dp 7 1  7 2  h o u r s  p o s t - s u r ge r y  ( F i g .  

1 0 B ) .  Im mu n o s t a i n i n g  w i t h  H 4  ( p a n - s p e c i f i c  d y s t r o p h i n  a n t i b o d y)  s h o w e d  

a  d r a ma t i c  d e c r e a s e  ( 5 0 % )  i n  H 4  s t a i n i n g  7 2  h o u r s  p o s t - s u r g e r y  a s  

a s s e s s e d  b y  me a s u r i n g  p i x e l  i n t e n s i t y  b o t h  a t  t h e  i n n e r  l i m i t i n g  me mb r a n e  

( IL M )  a n d  a r o u n d  t h e  b l o o d  v e s s e l s  ( F i g .  1 0 C  a n d  D ) .   

I n  c o n t r o l  r e t i n a s ,  a s  p r e v i o u s l y  d e s c r i b e d ,  K i r 4 . 1  wa s  l o c a l i ze d  a t  M GC 

e n d f e e t  a t  t h e  IL M  a n d  a r o u n d  t h e  b l o o d  v e s s e l s  ( F i g .  1 0 E b ) .  K i r 4 . 1  wa s  

d i s t r i b u t e d  a l l  a l o n g  M GC  me mb r a n e s  7 2  h o u r s  p o s t - s u r ge r y  ( F i g .  1 0 E c ) ,  

ma i n l y  a t  t h e  i n n e r  p l e x i f o r m l a y e r  ( IP L )  ( F i g .  1 0 F )  w i t h o u t  c h a n g e  i n  

o v e r a l l  p r o t e i n  e x p r e s s i o n  a s  s h o wn  b y  W e s t e r n  b l o t  ( F i g .  1 1 A ) .  

 

 

F i g u r e  9 . -  P a r t i a l  l e n s  s u r g e r y  i n d u c e s  i B RB  b r e a k d o w n  f o r  

4 8  h o u r s .   
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A .  He ma t o x y l i n –  e o s i n  s t a i n i n g  o f  a  c o n t r o l  e y e  w i t h o u t  s u r g e r y  

( a )  a n d  a n  e y e  a f t e r  s u r g e r y  ( b ) :  p o s t e r i o r  c a p s u l a r  l e n s  

d i s c o n t i n u a t i o n  ( a r r o w) .  B .  Q u a n t i f i c a t i o n  o f  i BR B p e r me a b i l i t y  

p o s t - s u r g e r y  a t  d i f f e r e n t  t i me  p o i n t s  ( e x p r e s s e d  i n  mi c r o l i t e r s  o f  

E B  p e r  g r a m o f  d r y  r e t i n a  p e r  h o u r ) .  V a s c u l a r  p e r me a b i l i t y  

i n c r e a s e d  s i g n i f i c a n t l y  2 4  a n d  4 8  h o u r s  a f t e r  s u r ge r y  c o mp a r e d  

t o  c o n t r o l  r e t i n a s  a n d  r e t u r n e d  t o  n o r ma l  a f t e r  7 2  h o u r s .  S c a l e  

b a r :  1  mm.  Da t a  a r e  e x p r e s s e d  a s  me a n s  6  S E M ,  n = 8 .  * * * P  <  

0 . 0 0 1  wa s  c o n s i d e r e d  s i g n i f i c a n t  ve r s u s  c o n t r o l s  ( S i q u e i r o s -

M a r q u e z  e t  a l . ,  2 0 1 7 ) .  

 

I n  c o n t r o l  r e t i n a s ,  A QP 4  wa s  l o c a l i ze d  a t  M G C e n d f e e t  ( F i g .  1 0 E e ) .  

H o we ve r ,  a n  o ve r a l l  d o w n r e g u l a t i o n  o f  A Q P 4  wa s  o b s e r v e d  7 2  h o u r s  p o s t -

s u r ge r y  ( F i g .  1 0 E f )  3 0 %  a t  t h e  IL M  a n d  1 5 %  a r o u n d  t h e  ve s s e l s  ( F i g .  

1 0 G ) .  Ne v e r t h e l e s s ,  A Q P 4  wa s  s t i l l  ma i n l y  l o c a l i ze d  a r o u n d  t h e  v e s s e l s  

a n d  a t  t h e  IL M  ( F i g .  1 0 E f ) .  D o w n r e g u l a t i o n  o f  A QP 4  w a s  c o n f i r me d  b y  

W e s t e r n  b l o t  a n a l y s e s  ( F i g .  1 1 B ) .   
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F i g u r e  1 0 . -  Do w n re g u l a t i o n  o f  d y s t r o p h i n  D p 7 1 ,  K i r 4 . 1  a n d  

A Q P 4  a f t e r  p a r t i a l  l e n s  s u r g e r y .   

A .  T h e  mR N A l e v e l  o f  Dp 7 1  wa s  q u a n t i f i e d  b y  r e a l - t i me  P C R  

a n d  b y  B .  W e s t e r n  b l o t  i n  c o n t r o l  r e t i n a s  ( p r i o r  t o  s u r g e r y )  a n d  
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i n  r e t i n a s  2 4 ,  4 8 ,  a n d  7 2  h o u r s  a f t e r  l e n s  s u r g e r y  ( n o r ma l i ze d  t o  

β - a c t i n ) .  Dp 7 1  mRN A  l e v e l  d e c r e a s e d  s i g n i f i c a n t l y  u n t i l  4 8  

h o u r s  p o s t - s u r g e r y  a n d  Dp 7 1  p r o t e i n  l e ve l  i s  s i g n i f i c a n t l y  l o w e r  

a t  7 2  h o u r s  p o s t - s u r g e r y .    Ap p r o x i ma t e  mo l e c u l a r  we i g h t s  g i v e n  

i n  k D  ( a t  t h e  l e f t  s i d e  o f  t h e  b o x e s )  a r e  s h o wn .  C .  

I m mu n o s t a i n i n g  o n  r e t i n a l  s e c t i o n s  ( a )  D A P I  o f  c o n t r o l  r e t i n a s  

( b )  a n d  r e t i n a s  7 2  h o u r s  p o s t - s u r ge r y  ( c )  w i t h  H 4 ,  ( g r e e n ) .  

D y s t r o p h i n  Dp 7 1  s t a i n i n g  i s  l o c a l i ze d  a t  t h e  IL M  ( a r r o w h e a d )  

a n d  a r o u n d  t h e  b l o o d  ve s s e l s  ( a r r o w) .  D .  P i x e l  q u a n t i f i c a t i o n  o f  

d y s t r o p h i n s  a t  t h e  IL M  o f  r e t i n a l  s e c t i o n s  w i t h  Ima g e J  s o f t w a r e .  

D y s t r o p h i n  e x p r e s s i o n  d e c r e a s e d  a t  t h e  IL M  7 2  h o u r s  a f t e r  l e n s  

s u r ge r y .  E .  Im mu n o s t a i n i n g  o n  r e t i n a l  s e c t i o n  o f  G F A P  ( g r e e n ) ,  

D A P I  ( b l u e )  ( a )  i n  c o n t r o l  r e t i n a s ,  a n d  i n  r e t i n a s  ( d )  a f t e r  

s u r ge r y .  L e n s  s u r g e r y  i n d u c e d  a n  u p r e g u l a t i o n  o f  G F A P  a l o n g  

M ü l l e r  c e l l  me mb r a n e s  ( a r r o w h e a d )  a n d  i n  a s t r o c y t e s  f r o m i n n e r  

r e t i n a s  ( a r r o w) .  i BR B  b r e a kd o w n  i n d u c e d  K i r 4 . 1  mi s p l a c e me n t  

a l o n g  M ü l l e r  c e l l  me mb r a n e s  ( a r r o wh e a d )  a n d  a t  t h e  O N L  

( a r r o w)  wh i l e  t h e  s t a i n i n g  a t  t h e  IL M  ( s t a r )  r e ma i n e d  u n c h a n g e d  

( b ,  c ) .  A QP 4  s t a i n i n g  a t  t h e  IL M  ( a r r o w)  a n d  a r o u n d  t h e  b lo o d  

v e s s e l s  ( a r r o wh e a d )  d e c r e a s e d  p o s t - s u r g e r y  ( e ,  f ) .  F .  P i x e l  

q u a n t i f i c a t i o n  c o n f i r m  a  s i gn i f i c a n t  i n c r e a s e  o f  K i 4 , 1  s t a i n i n g  i n  

IL M  a n d  IP L  7 2  h o u r s  a f t e r  s u r g e r y .  G .  A QP 4  p i x e l  

q u a n t i f i c a t i o n  c o n f i r me d  a  s i gn i f i c a n t  d e c r e a s e  o f  A QP 4  s t a i n i n g  

a t  t h e  IL M  a n d  IP L  7 2  h o u r s  a f t e r  s u r ge r y .  S c a l e  b a r s :  3 0  µ m.  

D a t a  we r e  e x p r e s s e d  a s  me a n s  S E M ,  n = 6 .  * P  <  0 . 0 5 ;  * * * P  <  

0 . 0 0 1  c o n s i d e r e d  s i g n i f i c a n t  ve r s u s  c o n t r o l  r e t i n a s .  IL M ,  i n n e r  

l i m i t i n g  me mb r a n e ;  G C L ,  g a n g l i o n  c e l l  l a y e r ;  IN L ,  i n n e r  n u c l e a r  

l a y e r ;  O NL ,  o u t e r  n u c l e a r  l a y e r ;  IP L ,  i n n e r  p l e x i f o r m l a y e r ;  

O L M ,  o u t e r  l i m i t i n g  l a ye r .  

 

T h e  s t r o n g  d o wn r e g u l a t i o n  o f  D p 7 1  mRN A  a n d  p r o t e i n  l e v e l s  p o s t - s u r g e r y ,  

p o s s i b l y  l e a d s  t o  K i r 4 . 1  mi s l o c a l i za t i o n  a n d  A QP 4  d o w n r e g u l a t i o n .  

M o r e o ve r ,  M G C g l i o s i s  ma y  o c c u r  i n  c a s e s  o f  r e t i n a l  i n j u r y  ( S e n e  e t  a l . ,  
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2 0 0 9 ) .  He r e ,  i n  c o n t r o l  r e t i n a s ,  GF AP  w a s  e x p r e s s e d  o n l y  i n  a s t r o c y t e s  

( F i g .  1 0 E a ,  a r r o w ) ,  b u t  7 2  h o u r s  p o s t - s u r ge r y ,  GF A P  w a s  u n e q u i vo c a l l y  

u p r e g u l a t e d  i n  M G C ( F i g .  1 0 E d ,  a r r o w h e a d ) .   

 

 

F i g u r e  1 1 . -  Do w nr e g u l a t i o n  o f  K i r 4 . 1  a n d  AQ P 4  p r o t e i n  

e x p r e s s i o n  a f t e r  p a r t i a l  l e n s  s u r g e r y .  

W e s t e r n  b l o t s  o f  K i r 4 . 1  a n d  A QP 4  n o r ma l i ze d  u s i n g  β - a c t i n  o f  

c o n t r o l  r e t i n a s  a n d  i n  r e t i n a s  7 2  h o u r s  p o s t - s u r g e r y .  A .  K i r 4 . 1  

s h o we d  n o  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e  r e s p e c t  t o  c o n t r o l  r e t i n a s  a n d  

B .  o n l y  A Q P 4  wa s  d o wn r e g u l a t e d  7 2  h o u r s  p o s t - s u r ge r y .  

M o l e c u l a r  w e i gh t s  g i v e n  i n  k D  a r e  i n d i c a t e d  t o  t h e  l e f t .  Da t a  

e x p r e s s e d  a s  me a n s  +  S E M ,  n = 4 .  * P  <  0 . 0 5  c o n s i d e r e d  

s i g n i f i c a n t  ve r s u s  c o n t r o l  r e t i n a s .  
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Results   

1 .  As t rocy tes  morpho logy  a f te r  Lens  surgery  

T h e  c o n s t i t u t i v e  l a c k  o f  D p 7 1  i n d u c e s  c h a n g e s  i n  a s t r o c y t e  mo r p h o l o g y  

a n d  d e n s i t y  ( G i o c a n t i -A u r e ga n  e t  a l . ,  2 0 1 6 ) .  W e  d e c i d e d  t o  e x p l o re  

w h e t h e r  a  s i mi l a r  p h e n o me n o n  i s  o b s e r v e d  a f t e r  Dp 7 1  d o wn r e gu l a t i o n  

i n d u c e d  b y  p a r t i a l  l e n s  s u r g e r y  a n d  a s s o c i a t e d  w i t h  a  t r a n s i e n t  i B RB 

b r e a kd o w n .  H o w e ve r ,  n o  c h a n ge s  i n  a s t r o c y t e  mo r p h o l o g y  n o r  i n  p r o c e s s e s  

n u mb e r ,  p r o c e s s e s  l e n g t h  o r  i n t e r s e c t i o n s  n u mb e r  ( F i g .  1 2 )  w e r e  o b s e r ve d  

2 4  a n d  4 8  h o u r s  p o s t - s u r ge r y .  

 

 

F i g u r e  1 2 . -  As t r o c y t e s  m o r p h o l o g y  i n  c o n t r o l  a n d  2 4  a n d  4 8  

h o u r s  p o s t - s u r g e r y  r e t i n a s .  

I m mu n o s t a i n i n g  o f  f l a t  mo u n t e d  r e t i n a s  w i t h  a n  a n t i  G F AP  

a n t i b o d y .  V i s u a l i z a t i o n  o f  t h e  a s t r o c y t e  n e t wo r k  ( g r e e n )  i n  

c o n t r o l ,  2 4  a n d  4 8  h o u r s  a f t e r  s u r g e r y  r e t i n a s .  N o  c h a n ge s  i n  



  

 
-  54  -  

 

mo r p h o l o g y  o f  r e t i n a l  a s t r o c y t e s  we r e  o b s e r v e d  a f t e r  s u r g e r y .  

T h e  p i x e l  q u a n t i f i c a t i o n  o f  t h e  a s t r o c y t e s  p r o c e s s e s  n u mb e r ,  o f  

t h e i r  l e n g t h  a n d  o f  t h e i r  i n t e r s e c t i o n  n u mb e r  o n  i ma ge s  u s i n g  

A n a l y z e  S k e l e t o n  p l u g i n  o f  F i j i ,  s h o we d  n o  s i g n i f i c a n t  

d i f f e r e n c e  a f t e r  l e n s  s u r ge r y  c o mp a r e d  w i t h  c o n t r o l  r e t i n a s .  

 

T h e  a b s e n c e  o f  D p 7 1  i s  a  c a u s e  o f  r e t i n a l  i n f l a m ma t i o n  w i t h  

o v e r e x p r e s s i o n  o f  V E G F ,  IC A M -1  a n d  AQ P 4 ,  a s  we l l  a s  a n  i n c r e a s e  i n  t h e  

n u mb e r  o f  a d h e r e n t  l e u ko c y t e s  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  d e g e n e r a t i o n  o f  

c a p i l l a r i e s  a n d  r u p t u r e  o f  t h e  b l o o d -b r a i n  b a r r i e r  i n  Dp 7 1  n u l l  m i c e  ( E l  

M a t h a r i  e t  a l . ,  2 0 1 5 ) .   

T o  e s t a b l i s h  t h e  i n vo l v e me n t  o f  i n f l a mm a t o r y  f a c t o r s  i n  o u r  r e t i n a l  mo d e l ,  

t h e  mR N A e x p r e s s i o n  o f  i n f l a mma t o r y  f a c t o r s  wa s  d e t e r mi n e d  b y  

q u a n t i t a t i v e  P C R i n  c o n t r o l  ( w i t h o u t  s u r g e r y )  a n d  p o s t - s u r g e r y  r e t i n a l  

t i s s u e .  No  e l e va t i o n  o f  i n f l a mma t o r y  ma r k e r s  i n  t h e  r e t i n a  o f  p o s t - s u r g e r y  

mi c e  ve r s u s  c o n t r o l  r e t i n a  wa s  d e mo n s t r a t e d  ( F i g .  1 3 ) .  Ho we v e r ,  p r o t e i n s  

l e v e l s  r e ma i n  t o  b e  i n v e s t i g a t e d .  
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F i g u r e  1 3 . -  I n f l a mm a t i o n  i n  W T r e t i n a s  2 4  a n d  4 8  h o u r s  p o s t -

s u r g e r y .  

R e t i n a l  e x p r e s s i o n  o f  d i f f e r e n t  b i o ma r k e r s  o f  i n t e r e s t  a s s e s s e d  

b y  q u a n t i t a t i ve  P CR  2 4 h  a n d  4 8 h  a f t e r  p a r t i a l  l e n s  s u r g e r y  

c o mp a r e d  t o  c o n t r o l  r e t i n a s  ( w i t h o u t  s u r g e r y ) .  N o  s i gn i f i c a n t  

u p r e g u l a t i o n  i n  a n y  b i o ma r ke r  wa s  o b s e r v e d  i n  t h e  r e t i n a  e x c e p t  

f o r  t h e  T NF α  mR N A  e x p r e s s i o n  4 8  h  a f t e r  s u r ge r y .  Gr a p h i c  

r e p r e s e n t a t i o n  o f  mR N A i n f l a mma t i o n  b i o ma r k e r s  q u a n t i f i c a t i o n .  

 

U s i n g  t h e  r e t i n a l  e x p l a n t  mo d e l ,  w e  r e p r o d u c e d  a n  i n f l a mma t i o n  

e n v i r o n me n t  u s i n g  i n t e r l e u k i n  1 β  ( IL 1 β )  ( 7 . 5  n g / ml )  i n  t h e  c u l t u r e  

me d i u m;  h o we ve r ,  a f t e r  6  a n d  1 2  h o u r s ,  t h e  Dp 7 1  mRN A  e x p r e s s i o n  
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r e ma i n s  u n c h a n ge d ,  c o mp a r e d  w i t h  r e t i n a l  e x p l a n t s  i n c u b a t e d  i n  DM E M 

me d i u m wi t h o u t  IL 1 β  ( F i g .  1 4 ) .   

 

 

F i g u r e  1 4 . -  D p 7 1  e x p r e s s i o n  a f t e r  6  a n d  1 2  h o u r s  i n  a n  

i n f l a m m a t i o n  e n v i r o n m e n t .  

D p 7 1  mR N A q u a n t i f i c a t i o n  b y  r e a l  t i me  P C R s h o we d  n o  

s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e  b e t we e n  t h e  c o n t r o l  r e t i n a s  ( i n c u b a t e d  i n  

D M E M  me d i u m)  a n d  t h e  r e t i n a s  i n  i n f l a mma t i o n  c o n d i t i o n s ,  

d u r i n g  6  o r  1 2  h o u r s .  n = 6   

  

 

2 .  Ef fec t  o f  dexame thasone  in j ec t ions  pos t - surgery  on  Dp71 ,  

AQP4,  and  Ki r4 .1  

D e x  h a s  a l r e a d y  p r o v e n  e f f i c i e n c y  i n  t h e  t r e a t me n t  o f  r e t i n a l  e d e ma  i n  

h u ma n s ,  a n d  i t s  a n t i - i n f l a mma t o r y  e f f e c t  wa s  h i gh e r  t h a n  o t h e r  

c o r t i c o s t e r o i d s .  T h e  i n j e c t i o n  o f  D e x  i n  t h i s  mo d e l  wa s  v e r y  u s e f u l  t o  

p a r t i a l l y  u n d e r s t a n d  t h e  mo l e c u l a r  me c h a n i s ms  t h a t  o c c u r s  a f t e r  BR B 

b r e a kd o w n .  

A  l o w  d o s e  o f  De x  ( 2 3  n M )  wa s  i n j e c t e d  i n t r a v i t r e a l l y  2 4  h o u r s  p o s t -

s u r ge r y .  i B RB  p e r me a b i l i t y  a s  we l l  a s  D p 7 1 ,  A Q P 4  a n d  K i r 4 . 1  e x p r e s s i o n  
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w a s  q u a n t i f i e d  4 8  a n d  7 2  h o u r s  p o s t - s u r ge r y .  P e r me a b i l i t y  o f  i B RB 

i n c r e a s e d  5  a n d  6 - f o l d  h i gh e r  t h a n  i n  c o n t r o l  r e t i n a s  ( 4 8  a n d  7 2  h o u r s  

r e s p e c t i v e l y )  ( F i g .  1 5 A ) .  T h e  p e r me a b i l i t y  a f t e r  De x  t r e a t me n t  wa s  n o t  

r e d u c e d  c o mp a r e d  t o  v e h i c l e  i n j e c t i o n  o r  c o n t r o l  r e t i n a s .  T h i s  s h o we d  t h a t ,  

a t  t h i s  c o n c e n t r a t i o n ,  d e x a me t h a s o n e  wa s  u n a b l e  t o  r e s t o r e  t h e  i n c r e a s e d  

i BR B p e r me a b i l i t y  o b s e r ve d  p o s t - s u r g e r y  i n  t h e  p a r t i a l  l e n s  s u r g e r y  mo d e l  

( F i g .  1 5 A ) .  
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F i g u r e  1 5 . -  De x a m e t h a s o n e  p r e v e n t e d  Dp 7 1  d o w n r e g u l a t i o n ,  

b u t  d i d  n o t  r e s t o r e  p e r m e a b i l i t y  a f t e r  p a r t i a l  l e n s  s u r g e r y .  

A .  P o s t - s u r g e r y  i B RB  p e r me a b i l i t y  f o l l o we d  b y  De x  o r  ve h i c l e  

i n j e c t i o n .  A t  4 8  o r  7 2  h o u r s  p o s t - s u r ge r y ,  d e x a me t h a s o n e  d i d  n o t  

r e s t o r e  i B RB  p e r me a b i l i t y  c o mp a r e d  t o  c o n t r o l  r e t i n a s .  B .  

W e s t e r n  b l o t  o f  Dp 7 1  a n d  β - a c t i n  i n  c o n t r o l  r e t i n a s ;  7 2  h o u r s  

a f t e r  l e n s  s u r ge r y  c o mp a r i n g  c o n t r o l  r e t i n a s  a n d  r e t i n a s  i n j ec t e d  

w i t h  d e x a me t h a s o n e  o r  v e h i c l e  i n j e c t i o n .  De x a me t h a s o n e  

p r e ve n t e d  Dp 7 1  d o wn r e gu l a t i o n ,  b u t  n o t  t h e  ve h i c l e .  C .  W e s t e r n  

b l o t  o f  K i r 4 . 1  7 2  h o u r s  p o s t - s u r ge r y .  T h e  i n j e c t i o n  o f  
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d e x a me t h a s o n e  o r  t h e  v e h i c l e  d i d  n o t  c h a n ge  t h e  o v e r a l l  

e x p r e s s i o n  o f  K i r 4 . 1  a f t e r  s u r ge r y .  D .  An a l y s i s  o f  AQ P 4  W e s t e r n  

b l o t  s h o we d  a  t r e n d  t o w a r d  a  d o w n r e g u l a t i o n  o f  AQ P 4  a f t e r  

i n t r a v i t r e a l  i n j e c t i on  o f  t h e  v e h i c l e ,  wh i l e  d e x a me t h a s o n e  

p r e ve n t e d  t h i s  d o wn r e gu l a t i o n .  Da t a  a r e  e x p r e s s e d  a s  me a n s  

S E M ,  n = 1 0 .  * * P  <  0 . 0 1 ;  * * * P  <  0 . 0 0 1  we r e  c o n s i d e r e d  

s i g n i f i c a n t  v e r s u s  c o n t r o l  r e t i n a s .  ( B ,  C ,  D)  V a l u e s  w e r e  

n o r ma l i ze d  t o  c o n t r o l s .  

 

H o we ve r ,  i n  t h e  s a me  e x p e r i me n t a l  c o n d i t i o n s ,  W e s t e r n  b l o t  a n a l y s i s  

s h o we d  t h a t  De x  s i g n i f i c a n t l y  p r e ve n t e d  t h e  d o wn r e g u l a t i o n  o f  Dp 7 1  a nd  

A Q P 4  o b s e r ve d  7 2  h o u r s  p o s t - s u r ge r y  ( F i g .  1 5 B  a n d  D  r e s p e c t i v e l y )  w i t h  

n o  e f f e c t  o n  K i r 4 . 1  e x p r e s s i o n  ( F i g .  1 5 C ) .  M o r e o v e r ,  i mmu n o f l u o r e s c e n c e  

o f  d y s t r o p h i n s  a n d  A Q P 4  s h o we d  t h a t  t h e  i n t r a v i t r e a l  i n j e c t i o n  o f  De x  n o t  

o n l y  p r e ve n t e d  t h e i r  d o wn r e g u l a t i o n  b u t  a l s o  u n e q u i vo c a l l y  p r e s e r v ed  

D p 7 1  i mmu n o r e a c t i v i t y  ( F i g .  1 6 A a n d  C )  a n d  K i r 4 . 1  l o c a l i za t i o n ,  ma i n l y  

a r o u n d  b l o o d  ve s s e l s  a n d  a t  t h e  IL M  wa s  a l s o  p r e s e r v e d  ( F i g .  1 6 B ) .  
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F i g u r e  1 6 . -  De x a m e t h a s o n e  p r e v e n t e d  D p 7 1 ,  K i r 4 . 1 ,  a n d  

A Q P A a l t e r a t i o n s .  

A .  D ys t r o p h i n  i mm u n o f l u o r e s c e n c e  w i t h  H4  a n t i b o d y  i n  ( a )  

c o n t r o l  r e t i n a ;  t h e r e  wa s  n o  d o wn r e g u l a t i o n  o f  d y s t r o p h i n  Dp 7 1  

a t  t h e  IL M  a n d  a r o u n d  t h e  v e s s e l s  ( a r r o w  a n d  a r r o wh e a d )  a f t e r  

( b )  d e x a me t h a s o n e  i n j e c t i o n  c o mp a r e d  t o  e ye s  i n j e c t e d  w i t h  t h e  
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v e h i c l e  a f t e r  s u r g e r y  ( c ) .  B .  K i r 4 . 1  i mmu n o f l u o r e s c e n c e  i n  a  ( d )  

n o r ma l  r e t i n a ;  ( e )  De x  p r e v e n t e d  d e l o c a l i za t i o n  o f  K i r 4 . 1  a t  t h e  

IP L  ( s t a r )  a n d  a r o u n d  t h e  ve s s e l s  ( a r r o w)  a f t e r  s u r ge r y  w h i l e  t h e  

( f )  ve h i c l e  d i d  n o t .  C .  A Q P 4  i mmu n o f l u o r e s c e n c e  i n  ( g )  n o r ma l  

r e t i n a ;  ( h )  d e x a me t h a s o n e  p r e ve n t e d  d o w n r e g u l a t i o n  o f  AQP 4  a t  

t h e  IL M  ( a r r o wh e a d )  a n d  a r o u n d  t h e  b l o o d  ve s s e l s  ( a r r o w)  a f t e r  

s u r ge r y  c o mp a r e d  t o  ( i )  v e h i c l e  i n j e c t i o n .  D .  De c r e a s e d  

e x p r e s s i o n  o f  D p 7 1  p r e ve n t e d  b y  d e x a me t h a s o n e  a t  t h e  IL M  

( p i x e l  q u a n t i f i c a t i o n  o f  r e t i n a l  s e c t i o n s ) .  E .  I n c r e a s e d  

e x p r e s s i o n  o f  K i r 4 . 1  a t  t h e  IP L  ( d e l o c a l i z a t i o n )  p r e v e n t e d  b y  

d e x a me t h a s o n e .  F .  D e c r e a s e d  e x p r e s s i o n  o f  AQ P 4  a t  t h e  IL M  

p a r t i a l l y  p r e ve n t e d  b y  d e x a me t h a s o n e .  Da t a  a r e  e x p r e s s e d  a s  

me a n s  S E M ,  n = 3 .  * P  <  0 . 0 5 ;  * * * P  <  0 . 0 0 1  c o n s i d e r e d  s i g n i f i c a n t  

v e r s u s  c o n t r o l  r e t i n a s .  

 

 

3 .  Dp71,  Ki r4 .1  and  AQP4 express ion  in  re t ina l  exp lant  model  

and  Dex  e f fec t  

In  o r d e r  t o  b e t t e r  u n d e r s t a n d  t h e  d o wn r e gu l a t i o n  o f  D p 7 1 ,  K i r 4 . 1  a n d  

A Q P 4  a f t e r  l e n s  s u r g e r y  i n d u c e  B RB  b r e a kd o w n  a n d  t h e  r o l e  o f  De x  

r e s t o r i n g  t h e i r  e x p r e s s i o n  l e v e l s  a n d  l o c a l i z a t i o n ;  we  d e c i d e d  t o  c o n t i n u e  

w i t h  t h e  r e t i n a l  e x p l a n t  mo d e l .  I t  h a s  b e e n  r e p o r t e d  a  M GC  s we l l i n g  

c o m p a r a b l e  w i t h  t h a t  o b s e r ve d  i n  d i a b e t i c  r e t i n a s  u s i n g  a  h y p o t o n i c  

s o l u t i o n  a d d e d  w i t h  b a r i u m ( B a 2 + )  ( P a n n i c k e  e t  a l . ,  2 0 0 6 ) .  T h i s  M G C 

s we l l i n g  wa s  a l s o  c o mp a r a b l e  w i t h  t h e  s w e l l i n g  p r e s e n t  i n  M G C  f r o m D p 7 1  

n u l l  m i c e  ( S e n e  e t  a l . ,  2 0 0 9 ) .  

F i r s t ,  we  d e t e r mi n e d  t h e  o p t i ma l  c o n d i t i o n s  t o  me a s u r e  Dp 7 1 ,  K i r 4 . 1  a nd  

A Q P 4  mR NA  e x p r e s s i o n  l e v e l s .  Af t e r  8  h o u r s  i n  h yp o t o n i c  s o l u t i o n  p l u s  

B a 2 + ,  we  o b s e r ve d  t h a t  mR N A e x p r e s s i o n  o f  D p 7 1 ,  K i r 4 . 1  a n d  A QP 4  wa s  

s i g n i f i c a n t l y  l o we r  t h a n  i n  c o n t r o l  r e t i n a s  ( i n c u b a t e d  i n  i s o t o n i c  s o l u t i on  

w i t h o u t  B a 2 + )  i mp o r t a n t l y ,  we  a s s o c i a t e d  t h e  d e c r e a s e  o n  Dp 7 1  mR NA 
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e x p r e s s i o n  w i t h  a  s i g n i f i c a n t  i n c r e a s e  i n  M G C s o ma  ( F i g .  1 7 ) .  M o r e o ve r ,  

D e x  wa s  a b l e  t o  p r e v e n t  t h e  d o w n r e g u l a t i o n  o b s e r v e d  i n  h y p o t o n i c  p l us  

B a 2 +  i n c u b a t i o n  a n d  t o  p r e v e n t  M G C s we l l i n g  ( F i g .  1 7 ) .  

 

F i g u r e  1 7 . -  M G C  s w e l l i n g  a f t e r  h y p o t o n i c  s o l u t i o n  p l u s  B a 2 +  

a n d  h y p o t o n i c  s o l u t i o n  p l u s  B a 2 +  a n d  De x  i n c u b a t i o n .  

Q u a n t i f i c a t i o n  o f  t h e  s o ma  a r e a  o f  r e t i n a l  M GC  u s i n g  Ima g e J  

s o f t wa r e ;  t h e  r e t i n a s  we r e  i n c u b a t e d  8  h o u r s  i n  i s o t o n i c  s o l u t i o n  

( c o n t r o l  r e t i n a s ) ,  h y p o t o n i c  s o l u t i o n  p l u s  Ba  a n d  h yp o t o n i c  

s o l u t i o n  p l u s  Ba 2 +  ( b a r i u m)  a n d  De x  ( d e x a me t h a s o n e ) .  I n  t h e  

b o t t o m o f  t h e  g r a p h  a  r e p r e s e n t a t i v e  M GC  s o ma  i s  p r e s e n t e d .  * P  

<  0 . 0 5 ;  * * * P  <  0 . 0 0 1  c o n s i d e r e d  s i gn i f i c a n t  v e r s u s  c o n t r o l  

r e t i n a s  n ≥ 3 0  c e l l s .  

 

 As  D p 7 1  i n  r e t i n a  i n t e r a c t  w i t h  t h e  DAP s  ( F o r t  e t  a l . ,  2 0 0 8 )  we  e v a l u a t e d  

t h e  mR NA e x p r e s s i o n  o f  β -d i s t r o g l y c a n  ( β -D G ) ,  β - s a r c o g l y c a n  ( β -S G) ,  ε -

s a r c o g l y c a n  ( ε -S G )  a n d  n N OS  i n  o r d e r  t o  i d e n t i f y  t h e  p r o t e i n s  wh o se  

e x p r e s s i o n  i s  a l t e r e d  d u r i n g  M G C s we l l i n g  i n  t h e  r e t i n a l  e x p l a n t  mo d e l .  

W h e n  t h e  r e t i n a s  w e r e  i n c u b a t e d  i n  h y p o t o n i c  s o l u t i o n  w i t h  Ba 2 +  we  

o b s e r v e d  t h a t  β -D G  wa s  d o wn r e g u l a t e d  w h i l e  β -S G ,  ε -S G  a n d  n NO S 



  

 
-  63  -  

 

s h o we d  n o  s i gn i f i c a n t  c h a n ge s  c o mp a r e d  w i t h  c o n t r o l  r e t i n a s  ( F i g .  1 8 ) .  

W h e n  t h e  r e t i n a s  we r e  i n c u b a t e d  i n  h yp o t o n i c  s o l u t i o n  b u t  a l s o  i n  p r e s e n ce  

o f  De x ,  t h e  mR N A  e x p r e s s i o n  o f  Dp 7 1 ,  K i r 4 . 1 ,  AQ P 4 ,  β -S G ,  ε -S G  a n d  

n N OS  w e r e  n o t  s i g n i f i c a n t l y  d i f f e r e n t  f r o m t h e i r  e x p r e s s i o n  i n  c o n t r o l  

r e t i n a s  ( F i g .  1 8 )  β -D G  mR N A e x p r e s s i o n  s h o we d  a  s l i g h t  i n c r e a s e  a f t e r  

D e x  t r e a t me n t  ( F i g .  1 8 ) .   

 

 

F i g u r e  1 8 . -  DAP s  m R N A e x p r e s s i o n  i n  c o m p l e t e  r e t i n a s  

i n c u b a t e d  i n  h y p o t o n i c  s o l u t i o n  p l u s  B a 2 +  o r  i n  h y p o t o n i c  

s o l u t i o n  p l u s  B a 2 +  a n d  De x .  

A .  mR N A q u a n t i f i c a t i o n  b y  r e a l  t i me  P C R o f  K i r 4 . 1 ,  A QP 4  a n d  

d y s t r o g l y c a n .  T h e  e x p r e s s i o n  o f  t h e s e  D A P s  wa s  s i g n i f i c a n t l y  

l o we r  wh e n  t h e  r e t i n a s  w e r e  i n c u b a t e d  i n  h y p o t o n i c  s o l u t i o n  

p l u s  B a 2 +  ( M G C s w e l l i n g ) .  Ho we ve r ,  i n c u b a t i o n  i n  t h e  s a me  

s o l u t i o n  a d d e d  w i t h  De x  s h o w e d  n o  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e  

c o mp a r e  w i t h  c o n t r o l  r e t i n a s  ( i s o t o n i c  s o l u t i o n )  me a n i n g  t h a t  

D e x  i s  a b l e  t o  p r e ve n t  K i r 4 . 1 ,  A Q P 4  a n d  d y s t r o g l yc a n  mR N A 

e x p r e s s i o n  d u r i n g  M G C  s we l l i n g .  B .  mR N A  q u a n t i f i c a t i o n  o f  β -

s a r c o g l y c a n ,  ε - s a r c o g l yc a n  a n d  n N O S  e x p r e s s i o n .  T h e  
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e x p r e s s i o n  o f  t h e s e  DA P s  s h o w e d  n o  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e  

d u r i n g  M G C  s w e l l i n g  c o mp a r e  w i t h  c o n t r o l  r e t i n a s .  n = 6  * P  <  

0 . 0 5 ;  * * * P  <  0 . 0 0 1  c o n s i d e r e d  s i gn i f i c a n t  v e r s u s  c o n t r o l  r e t i n a s .  

I t  h a s  b e e n  r e p o r t e d  t h a t  U t r o p h i n  i s  a b l e  t o  c o mp e n s a t e  t h e  l a c k  o f  

d y s t r o p h i n  ( De c o n i n c k  e t  a l . ,  1 9 9 7 ;  Gr a d y  e t  a l . ,  1 9 9 7 )  a n d  t h a t  H S F 1  

( h e a t  s h o c k  p r o t e i n  1 )  i s  a  t r a n s c r i p t i o n a l  f a c t o r  f o r  Dp 7 1  e x p r e s s i o n  ( T a n  

e t  a l . ,  2 0 1 5 ) ;  f o r  t h a t  r e a s o n s ,  we  q u a n t i f i e d  t h e  mR N A e x p r e s s i o n  o f  

U t r o p h i n  a n d  H S F 1  i n  o u r  r e t i n a l  e x p l a n t  mo d e l .  Af t e r  8  h o u r s ,  t h e  r e t i n as  

i n c u b a t e d  i n  h y p o t o n i c  s o l u t i o n  a d d e d  w i t h  B a 2 +  a n d  i n  p r e s e n c e  o f  De x ,  

s h o we d  a  s i gn i f i c a n t  i n c r e a s e  i n  u t r o p h i n  a n d  HS F 1  mR NA  e x p r e s s i o n .  

U t r o p h i n  a n d  H S F 1  e x p r e s s i o n  i n  r e t i n a s  i n c u b a t e d  w i t h o u t  D e x  s h o we d  n o  

s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e  c o mp a r e d  w i t h  c o n t r o l  r e t i n a s  ( F i g  1 9 ) .  

 

 

F i g u r e  1 9 . -  Ut r o p h i n  a n d  H S F 1  m R NA  e x p r e s s i o n  i n  c o m p l e t e  

r e t i n a s  i n c u b a t e d  i n  h y p o t o n i c  s o l u t i o n  p l u s  B a 2 +  o r  i n  

h y p o t o n i c  s o l u t i o n  p l u s  B a 2 +  a n d  D e x .  

mR N A  q u a n t i f i c a t i o n  b y  r e a l  t i me  P CR o f  u t r o p h i n  a n d  HS F 1 .  

T h e  e x p r e s s i o n  o f  u t r o p h i n  a n d  H S F 1  s h o w e d  n o  d i f f e r e n c e  wh e n  

t h e  r e t i n a s  w e r e  i n c u b a t e d  i n  h y p o t o n i c  s o l u t i o n  p l u s  Ba 2 +  ( M GC 

s we l l i n g )  c o mp a r e  w i t h  c o n t r o l  r e t i n a s  ( i s o t o n i c  s o l u t i o n ) .  

H o we ve r ,  i n c u b a t i o n  i n  h y p o t o n i c  s o l u t i o n  p l u s  B a 2 +  a d d e d  w i t h  
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D e x  s h o w e d  a  s i gn i f i c a n t  i n c r e a s e  i n  u t r o p h i n  a n d  H S F 1  mR N A 

e x p r e s s i o n .  * P  <  0 . 0 5 ;  * * * P  <  0 . 0 0 1  c o n s i d e r e d  s i g n i f i c a n t  

v e r s u s  c o n t r o l  r e t i n a s  n = 6 .  

 

4 .  Dexamethasone ,  Tr iamc ino lone  and  F luoc ino lone  e f f ec t  i n  

hypotonic  p lus  B ar ium re t ina l  exp lan t  model  

 Co r t i c o s t e r o i d s  ( GC s )  h a v e  b e e n  u s e d  t o  t r e a t  d i f f e r e n t  r e t i n a l  d i s e a s e s  

d u e  t o  t h e i r  a b i l i t y  t o  a c t  o n  s e v e r a l  p a t h wa y s  r e d u c i n g  t h e  i n f l a mma t i o n ,  

l e u k o s t a s i s ,  i mp r o v e  t h e  i n t e g r i t y  o f  t i g h t  j u n c t i o n s ,  a mo n g  o t h e r s .  T he  

u s e  o f  c o r t i c o s t e r o i d s  i s  a n  i n c r e a s i n g  t h e r a p y  f o r  d i s e a s e s  l i k e :  d i a b e t i c  

ma c u l a r  e d e ma  ( DM E ) ,  o c u l a r  i n f l a mma t o r y  c o n d i t i o n s ,  ma c u l a r  e d e ma  

f o l l o wi n g  r e t i n a l  ve i n  o c c l u s i o n  ( b r a n c h  o r  c e n t r a l  v e i n )  a n d  u v e i t i s  ( Ya n g  

e t  a l . ,  2 0 1 5 ) .   

W i t h  t h e  a i m  t o  c o mp a r e  t h e  e f f i c a c y  o f  t h r e e  c o r t i c o s t e r o i d s  p r e v e n t i n g  

t h e  d o wn r e g u l a t i o n  o f  Dp 7 1 ,  K i r 4 . 1  a n d  AQ P 4  e x p r e s s i o n  i n  o u r  r e t i n a l  

e x p l a n t  mo d e l  we  q u a n t i f i e d  t h e  Dp 7 1 ,  K i r 4 . 1  a n d  A QP 4  e x p r e s s i o n  i n  

h y p o t o n i c  p l u s  Ba 2 +  c o n d i t i o n  c o mp a r i n g  t h e  r e s p o n s e  t o  De x ,  T r i a m a n d  

F l u o .  W e  i d e n t i f i e d  a n  e f f e c t  p r e v e n t i n g  t h e  mo l e c u l a r  c h a n ge s  d u r i n g  

M GC s we l l i n g  o f  t h e  t h r e e  G Cs ,  r e ma r k a b l y ,  w e  n o t i c e d  t h a t  F l uo  

( 0 . 0 1 2 µ M )  e f f e c t  wa s  g r e a t e r  t h a n  De x  ( 1 7 8 0  µ M )  a n d  T r i a m ( 1 0 0 µ M ) ;  

e v e n  i f  F l u o  c o n c e n t r a t i o n s  wa s  mu c h  l o w e r  t h a n  De x  o r  T r i a m ( F i g  2 0 ) .   

T o  b e t t e r  c o mp a r e  t h e  e f f e c t  o f  De x ,  T r i a m a n d  F l u o  we  i n c u b a t e d  t he  

r e t i n a s  w i t h  a  l o w  ( 0 . 0 1 2 µ M )  a n d  h i gh  ( 1 7 8 0  µ M )  c o n c e n t r a t i o n s ,  o f  e a c h  

c o r t i c o s t e r o i d ,  t o  s e e  i f  b o t h  c o n c e n t r a t i o n  a r e  s u f f i c i e n t l y  t o  p r e ve n t  t h e  

M GC s we l l i n g  o b s e r v e d  wh e n  t h e  r e t i n a s  we r e  i n c u b a t e d  i n  h y p o t o n i c  p l u s  

B a 2 +  s o l u t i o n  a n d  i f  t h e  GCs  e f f e c t  i s  d o s e  d e p e n d e n t .  T h e  c o n c e n t r a t i o n s  

o f  b o t h  G Cs  T r i a m a n d  F l u o  c o u l d  p r e v e n t  t h e  M G C s we l l i n g  ( F i g  2 1 ) .  

H o we ve r ,  De x  w a s  n o t  a b l e  t o  p r e ve n t  M G C s we l l i n g  a t  t h e  l o w  d o s e  

i n d i c a t i n g  t h a t  t h i s  G C  i s  l e s s  e f f e c t i v e  t h a t  T r i a m a n d  F l u o  a n d  t h e r e f o r e  

a n  i n c r e a s e  o f  d o s e  i s  n e c e s s a r y  t o  p r e v e n t  t h e  M G C s we l l i n g .  I n  t h i s  

mo d e l ,  we  s h o we d  a  d i f f e r e n t i a l  e f f e c t  o f  3  G Cs  u s u a l l y  u s e d  i n  t he  
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t r e a t me n t  o f  r e t i n a l  e d e ma .  W e  e mp h a s i ze  t h a t  t h e  e f f e c t  o f  c o r t i c o s t e r o i d s  

o n  M GC  i s  a l s o  d o s e  d e p e n d e n t .  

 

 

F i g u r e  2 0 . -  E f f e c t  o f  t r e e  c o r t i c o s t e r o i d s :  De x ,  Tr i a m a n d  

F l u o  c o n  Dp 7 1 ,  K i r 4 . 1  a n d  AQ P 4  e x p r e s s i o n .  

mR N A  q u a n t i f i c a t i o n  b y  r e a l  t i me  P CR  o f  Dp 7 1 ,  K i r 4 . 1  a n d  

A Q P 4  s h o we d  t h a t  t r i a mc i n o l o n e  i s  l e s s  e f f e c t i ve  p r o t e c t i n g  t h e  

r e t i n a s  f r o m M G C s w e l l i n g  mo l e c u l a r  c h a n ge s ;  i t  wa s  n o t  a b l e  t o  

p r e ve n t  D p 7 1  d o wn r e g u l a t i o n .  M e a n wh i l e ,  f l u o c i n o l o n e  i s  mo r e  

e f f e c t i ve  t h a n  De x ,  p r e ve n t i n g  t h e  mo l e c u l a r  c h a n ge s ,  a n  

i mp o r t a n t  e f f e c t  o f  F l u o  i s  t h e  r e ma r k a b l e  i n c r e a s e  i n  K i r 4 . 1  

e x p r e s s i o n .  Ba :  b a r i u m De x :  d e x a me t h a s o n e ,  T r i a m:  

t r i a mc i n o l o n e ,  F l u o :  f l u o c i n o l o n e ;  n = 6 .   
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F i g u r e  2 1 . -  E f f e c t  o f  a  l o w  a n d  h i g h  c o n c e n t r a t i o n s  o f  t h e  

c o r t i c o s t e r o i d s  De x ,  T r i a m  a n d  F l u o  i n  M G C sw e l l i n g .  

In c u b a t i o n  i n  h yp o t o n i c  s o l u t i o n  p l u s  B a 2 +  a d d e d  w i t h  l o w e r  

( 0 . 0 1 2  µ M )  o r  h i gh e r  ( 1 7 8 0 µ M )  d o s e s  o f  T r i a m a n d  F l u o  w e r e  

a b l e  t o  p r e ve n t  M G C  s we l l i n g .  H o w e v e r ,  l o w  d o s e s  o f  D e x  

s h o we d  n o  s i gn i f i c a n t  d i f f e r e n c e  i n  M G C  s o ma  a r e a  c o mp a r e d  

w i t h  t h e  h yp o t o n i c  s o l u t i o n  a d d e d  w i t h  Ba 2 +  ( s we l l e d  M G C)  a t  

t h e  h i gh e r  d o s e  De x  w a s  a b l e  t o  p r e v e n t  M GC  s we l l i n g .  n = 2 0  * P  

<  0 . 0 5 ;  * * P < 0 . 0 0 5  * * * * P  <  0 . 0 0 0 1  c o n s i d e r e d  s i g n i f i c a n t  ve r s u s  

c o n t r o l  r e t i n a s .  Ba :  b a r i u m De x :  d e x a me t h a s o n e ,  T r i a m:  

t r i a mc i n o l o n e ,  F l u o :  f l u o c i n o l o n e .  
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5 .  Ef fec t  o f  pros tagland ins  and  leuko tr i ene  pa thway  inhib i tors  

on  Dp71 and  HSF1  express ion  

W i t h  t h e  a i m  t o  b e t t e r  i d e n t i f y  t h e  me c h a n i s m r e s p o n s i b l e  o f  Dp 7 1 ,  K i r 4 . 1  

a n d  A QP 4  d o wn r e gu l a t i o n  d u r i n g  M GC  s we l l i n g  i n  t h e  r e t i n a l  e x p l a n t  

mo d e l ;  w e  e v a l u a t e d  t h e  e f f e c t  o f  t h r e e  e n z y me  i n h i b i t o r s .  I n d o me t h a c i n  

( In d o )  i s  a  n o n - s t e r o i d a l  a n t i - i n f l a mma t o r y  d r u g  t h a t  wo r k  i n h i b i t i n g  t h e  

p r o d u c t i o n  o f  p r o s t a g l a n d i n s  b y  i n h i b i t i o n  o f  t h e  c y c l o o x y g e n a s e  a c t i v i t y ;  

4 -B r o mo f e n a c i l  b r o mi d e  ( Br o mo )  a  c l a s s i c  i n h i b i t o r  o f  p h o s p h o l i p a s e  A2  

( P L A2 )  a n d  F e r u l i c  a c i d  wh i c h  i s  a  h yd r o x yc i n n a mi c  a c i d  a  n a t u r a l  a n t i -

o x i d a n t  t h a t  r e d u c e d  t h e  p r o - i n f l a mma t o r y  c y t o k i n e s  a s  5  l i p o x y g e n a s e  

a c t i v i t y  ( 5 -L OX )  i n h i b i t o r .  

A f t e r  8  h o u r s  i n  p r e s e n c e  o f  t h e  d i f f e r e n t  i n h i b i t o r s ,  t h e  r e t i n a s  w e r e  

p r o c e s s e d  t o  q u a n t i f y  t h e  Dp 7 1 ,  K i r 4 . 1  a n d  AQ P 4  mR NA  e x p r e s s i o n .  I n do  

w a s  n o t  c a p a b l e  t o  p r e v e n t  t h e  d o wn r e gu l a t i o n  o f  Dp 7 1 ,  K i r 4 . 1  a n d  A Q P 4 ,  

t h u s  d i s c a r d i n g  t h e  r o l e  o f  p r o s t a g l a n d i n s .  H o we ve r ,  b o t h  B r o mo  a n d  

F e r u l i c  a c i d  c a n  p r e v e n t  Dp 7 1 ,  K i r 4 . 1  a n d  AQ P 4  d o w n r e g u l a t i o n .  B y 

i n h i b i t i n g  t h e  P L A 2  w e  a r e  i n h i b i t i n g  t h e  l e u k o t r i e n e s  p a t h wa y  s i n c e  e a r l y  

s t e p s ;  a s  B r o mo  e f f e c t  i s  a  b i g ge r  t h a n  F e r u l i c  a c i d  o n  A QP 4  e x p r e s s i o n ,  

w e  h y p o t h e s i ze  t h a t  t h e  mo l e c u l a r  me c h a n i s m  l e a d i n g  t o  A QP 4  

d o w n r e g u l a t i o n  d u r i n g  M GC s we l l i n g  ma y  b e  d u e  t o  mo r e  t h a n  o n e  

me c h a n i s m.   
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F i g u r e  2 2 . -  E f f e c t  o f  p r o s t a g l a n d i n s  a n d  l e u k o t r i e n e  p a t h w a y  

i n h i b i t o r s  o n  D p 7 1 ,  K i r 4 . 1  a n d  AQ P 4  e x p r e s s i o n .  

mR N A  q u a n t i f i c a t i o n  b y  r e a l  t i me  P CR  o f  Dp 7 1 ,  K i r 4 . 1  a n d  

A Q P 4  a f t e r  p r o s t a g l a n d i n s  a n d  l e u k o t r i e n e  p a t h w a y  s h o we d  t h a t  

I n d o  wa s  n o  a b l e  t o  p r e v e n t  Dp 7 1 ,  K i r 4 . 1  a n d  A Q P 4  

d o w n r e g u l a t i o n  d u r i n g  M G C  s w e l l i n g ;  o n  t h e  o t h e r  h a n d ,  F e r u l i c  

a c i d ,  a n  i n h i b i t o r  o f  L OX ,  wa s  a b l e  t o  p r e v e n t  t h e  mo l e c u l a r  

c h a n g e s  o b s e r v e d  d u r i n g  M GC  s we l l i n g .  B r o mo ,  t h e  P L A 2 

i n h i b i t o r  wa s  a l s o  a b l e  t o  p r e ve n t  t h e  mo l e c u l a r  c h a n ge s .  I n d o :  

i n d o me t h a c i n ,  B r o mo :  4 -B r o mo f e n a c i l  b r o mi d e ;  n = 6 .   
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Discussion  and perspectives  

B y  u s i n g  a n  e x p e r i me n t a l  mo u s e  mo d e l  o f  p a r t i a l  l e n s  s u r g e r y ,  we  ( 1 )  

c o n f i r me d  t h e  s u b s e q u e n t  o c c u r r e n c e  o f  a  t r a n s i e n t  i B RB b r e a k d o wn ;  ( 2 )  

s h o we d  t h a t  r e a c t i v e  M GC we r e  s t r o n g l y  a l t e r e d  w i t h  a  d o wn r e gu l a t i o n  o f  

D p 7 1  a n d  A QP 4  a n d  d e l o c a l i z a t i o n  o f  K i r 4 . 1 ;  ( 3 )  r e ve r s e d  t h e  i mp a i r me n t s  

o f  Dp 7 1 ,  A QP 4 ,  a n d  K i r 4 . 1  u s i n g  l o w - d o s e  d e x a me t h a s o n e  b o t h  i n  v i v o  

a n d  e x  v i vo  w h i l e  n o  e f f e c t  wa s  o b s e r v e d  o n  i B RB;  a n d ,  f i n a l l y ,  ( 4 )  

o b s e r v e d  t h a t  u s i n g  d e x a me t h a s o n e  l e d  t o  t h e  o v e r e x p r e s s i o n  o f  HS F 1 ,  o n e  

o f  t h e  t r a n s c r i p t i o n  f a c t o r s  f o r  Dp 7 1 .  In  o u r  r e t i n a l  e x p l a n t  mo d e l  f o r  

M GC  s we l l i n g  w e  o b s e r ve d  t h a t :  ( 1 )  t h e  P L A2  p a t h w a y  a n d  l e u ko t r i e n e s  

p a t h wa y  i s  i n vo l v e d  i n  t h e  mo l e c u l a r  c h a n ge s  t h a t  l e a d s  t o  D p 7 1 ,  K i r 4 . 1  

a n d  AQ P 4  d o wn r e g u l a t i o n  d u r i n g  M G C s we l l i n g ;  ( 2 )  d i f f e r e n t  G Cs  h a ve  

d i f f e r e n t  e f f e c t  p r o t e c t i n g  M G C  o f  s we l l i n g  d a ma ge  a n d  t h e i r  e f f e c t  i s  

d o s e  d e p e n d e n t .   

I n n e r  B RB b r e a k d o w n  i s  o n e  o f  t h e  f a c t o r s  l e a d i n g  t o  t h e  f o r ma t i o n  o f  

ma c u l a r  e d e ma ,  o n e  o f  t h e  l e a d i n g  c a u s e s  o f  v i s i o n  l o s s  w o r l d wi d e  i n  

p a t i e n t s  w i t h  ma n y  r e t i n a l  d i s e a s e s .  I n  c l i n i c a l  p r a c t i c e ,  t h e  l o s s  o f  v i s u a l  

a c u i t y  u s u a l l y  c o r r e l a t e s  p o o r l y  w i t h  r e t i n a l  t h i c k n e s s  a n d  i B R B 

b r e a kd o w n  ( D i a b e t i c  Re t i n o p a t h y  C l i n i c a l  Re s e a r c h  Ne t wo r k  e t  a l . ,  2 0 0 7 ) .  

O u r  r e s u l t s  s u g g e s t  t h a t  r e t i n a l  h o me o s t a t i c  a l t e r a t i o n s  c o u l d  b e  

i n d e p e n d e n t  o f  i BR B  b r e a k d o w n  s i n c e  i n j e c t i o n  o f  a  l o w  d o s e  o f  

d e x a me t h a s o n e  p r e v e n t e d  r e t i n a l  h o me o s t a t i c  a l t e r a t i o n s  w i t h o u t  

p r e ve n t i n g  i B RB  b r e a k d o wn .  

A n  a d a p t e d  mo d e l  o f  i B RB  b r e a k d o w n  i n d u c e d  b y  p a r t i a l  l e n s  s u r g e r y  a n d  

c o n f i r me d  u s i n g  t h e  E B  me t h o d  wa s  u s e d  i n  t h i s  s t u d y  ( S t a h l  e t  a l . ,  1 9 8 7 ) .  

I n n e r  B RB  b r e a k d o w n  d u e  t o  p a r t i a l  l e n s  s u r g e r y  a p p e a r e d  l i k e  t h e  I r v i n e  

G a s s  s yn d r o me  o b s e r v e d  i n  h u ma n s ,  wh i c h  i s  a  r a r e  s i t u a t i o n  i n  wh i c h  a n  

i BR B b r e a k d o wn  a n d  a  r e t i n a l  e d e ma  a p p e a r  a f t e r  c a t a r a c t  s u r g e r y .  T h e  

l o c a l i za t i o n  a n d  p r o p e r  c l u s t e r i n g  o f  AQ P 4 / K i r 4 . 1  s e e m t o  b e  c r u c i a l  t o  

c o n t r o l  t h e  o s mo t i c  b a l a n c e  o f  t h e  r e t i n a .  I n  h e a l t h y  r e t i n a ,  t h e  p r o t e i ns  

K i r 4 . 1  a n d  A QP 4  a r e  s t r o n g l y  e x p r e s s e d  i n  M GC  a n d  ma i n l y  l o c a l i z e d  a t  

M GC  e n d f e e t  o r  i n  t h e  p r o c e s s e s  s u r r o u n d i n g  t h e  r e t i n a l  b l o o d  ve s s e l s  



  

 
-  71  -  

 

( Da l l o z  e t  a l . ,  2 0 0 3 ) .  Af t e r  p a r t i a l  l e n s  s u r ge r y ,  A QP 4  wa s  d o w n r e g u l a t ed  

a n d  K i r 4 . 1  h a d  l o s t  i t s  p o l a r i z a t i o n .  

W e  a l s o  s h o w e d  t h a t  d ys t r o p h i n  Dp 7 1 ,  a  p r o t e i n  t h a t  p l a y s  a  c r u c i a l  r o l e  i n  

M GC f u n c t i o n s  s u c h  a s  r e t i n a l  wa t e r  a n d  p o t a s s i u m h o me o s t a s i s  a n d  i n  

i BR B ma i n t e n a n c e  t h a t  i s  t h e  c o r e  o f  a  c o mp l e x  r e s p o n s i b l e  f o r  a n c h o r i n g  

a n d  p r o p e r  c l u s t e r i n g  o f  t h e  c h a n n e l s  K i r 4 . 1  a n d  AQ P 4  ( F o r t  e t  a l . ,  2 0 0 8 ;  

S e n e  e t  a l . ,  2 0 0 9 ) ,  wa s  a l s o  d o wn r e gu l a t e d .  Ch r o n o l o g i c a l l y  a f t e r  l e n s  

s u r ge r y ,  t h e  i B RB w a s  r e s t o r e d  wh i l e  t h e  d o wn r e g u l a t i o n  o f  Dp 7 1  a n d  

A Q P 4  a n d  d e l o c a l i z a t i o n  o f  K i r 4 . 1  w e r e  n o t ,  s u g g e s t i n g  t h a t  i B R B 

b r e a kd o w n  c o u l d  b e  a n  i mp o r t a n t  f a c t o r  a l t e r i n g  Dp 7 1 ,  A QP 4 ,  a n d  K i r 4 . 1  

e x p r e s s i o n  a n d  l o c a l i za t i o n .  

I n  p r e v i o u s  wo r k ,  w e  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  c o n s t i t u t i o n a l  l a c k  o f  D p 7 1  in  

D p 7 1 -n u l l  m i c e  c o u l d  b e  a t  t h e  o r i g i n  o f  t h e  d o wn r e g u l a t i o n  o f  A QP 4,  

c h a n g e s  i n  K i r 4 . 1  l o c a l i za t i o n ,  a n d  i n c r e a s e  i n  i B R B p e r me a b i l i t y .  

H o we ve r ,  c o n v e r s e l y  h e r e ,  we  s h o we d  t h a t  t h e  t r a n s i e n t  i BR B  b r e a kd o w n 

mo d e l  i n d u c e d  b y  p a r t i a l  l e n s  s u r g e r y  p r e c e d e d  t h e  d o wn r e gu l a t i o n  o f  

D p 7 1 ,  w h i c h  c o u l d  b e  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  c h a n g e s  o b s e r v e d  i n  A QP 4  a n d  

K i r 4 . 1  e x p r e s s i o n  i n  M GC .  W e  c o u l d  a s s u me  t h a t  o n e  o f  t h e  me c h a n i s m s  

r e s p o n s i b l e  f o r  t h i s  p h e n o me n o n  c o u l d  b e  t h e  e f f e c t  o f  r e t i n a l  f l u i d  

t o x i c i t y  o n  M G C  a n d  t h e  r e s u l t i n g  M G C  g l i o s i s ,  a s  p r e v i o u s l y  s u g g e s t e d  i n  

a  mo d e l  o f  r e t i n a l  d e t a c h me n t ,  ( S e n e  e t  a l . ,  2 0 0 9 )  o r  we  c a n  a l s o  s u g g e s t  

t h a t  a f t e r  b r e a k d o w n  o f  t h e  i B R B,  b l o o d -d e r i ve d  f a c t o r s  ma y  i n d u ce  

a l t e r a t i o n s  i n  M G C .   

W e  c h o s e  t o  i n j e c t  d e x a me t h a s o n e  i n  t h i s  mo d e l  b e c a u s e  i t s  e f f i c a c y  a s  a  

t r e a t me n t  f o r  r e t i n a l  e d e ma  h a s  b e e n  p r e v i o u s l y  s h o wn  i n  h u ma n s ,  a n d  i t s  

a n t i - i n f l a mma t o r y  e f f e c t  i s  h i g h e r  t h a n  t h a t  o f  o t h e r  c o r t i c o s t e r o i d s .  

P r e v i o u s  d e mo n s t r a t e d  t h a t  i n t r a v i t r e a l  d e x a me t h a s o n e  r e s t o r e d  an  

e f f e c t i ve  i B R B  i n  d i a b e t i c  r a t s  ( T a mu r a  e t  a l . ,  2 0 0 5 )  a n d  i n h i b i t e d  V E G F -

i n d u c e d  v a s c u l a r  l e a k a g e  i n  r a b b i t s  ( E d e l ma n  e t  a l . ,  2 0 0 5 ) .  A t  a  h i gh  d o s e  

( 1  µ M ) ,  i n  v i v o ,  d e x a me t h a s o n e  i n c r e a s e d  K i r 4 . 1  l e ve l  i n  a  n o r ma l  r a t  

r e t i n a  w h i l e  a  l o w  d o s e  ( 1 0 0  n M )  h a d  n o  e f f e c t  ( Z h a o  e t  a l . ,  2 0 1 1 ) .  

H o we ve r ,  i n  a  p a t h o l o g i c a l  mo d e l  o f  e n d o t o x i n - i n d u c e d  u v e i t i s  ( E IU ) ,  a t  
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l o w  d o s e  ( 1 0 0  n M ) ,  d e x a me t h a s o n e  wa s  a b l e  t o  r e g u l a t e  t h e  e x p r e s s i o n  o f  

K i r 4 . 1 .   

T o  t h e  b e s t  o f  o u r  k n o wl e d g e ,  we  w e r e  t h e  f i r s t  t o  u s e  d e x a me t h a s o n e  

i n j e c t i o n s  i n  mi c e  t o  r e s t o r e  i B R B  p e r me a b i l i t y  o r  a l t e r e d  AQ P 4 / K i r 4 . 1  i n  

M GC d u r i n g  i B R B b r e a k d o wn .  W e  p r e v i o u s l y  a d a p t e d  t h e  i n t r a v i t r e a l  d o s e  

i n  r a t s  ( 5 0  µ g  o r  1 1 5  n M )  t o  t h e  we i g h t  o f  t h e  mi c e ,  s o  1 0  µ g  w a s  i n j e c t e d .  

U s i n g  t h i s  l o w  d o s e  o f  d e x a me t h a s o n e  ( 2 3  n M ) ,  we  o b s e r v e d  n o  e f f e c t  on  

i BR B p e r me a b i l i t y ,  a l t h o u g h  Dp 7 1  a n d  A Q P 4  d o wn r e gu l a t i o n  a n d  K i r 4 .1  

d e l o c a l i z a t i o n  we r e  p r e ve n t e d .  T h e s e  r e s u l t s  a r e  c o n s i s t e n t  w i t h  t h o s e  

r e p o r t e d  b y  Z h a o  e t  a l . ,  w h o  h a v e  d e mo n s t r a t e d  t h a t  d e x a me th a s o n e  c o u l d  

r e g u l a t e  t h e  e x p r e s s i o n  o f  A QP 4 / K i r 4 . 1  v i a  i t s  e f f e c t  o n  t h e  g l u c o c o r t i c o id  

r e c e p t o r  ( Z h a o  e t  a l . ,  2 0 1 1 ) .  De x a me t h a s o n e  a c t s  a l s o  o n  Dp 7 1 ,  

i n d e p e n d e n t l y  o f  i t s  e f f e c t  o n  t h e  i B RB ,  s u g g e s t i n g  t h a t  d e x a me t h a s o n e  

c o u l d  h a v e  a  d i f f e r e n t i a l  e f f e c t  d e p e n d i n g  o n  t h e  d o s e  u s e d .  Ba s e d  o n  

t h e s e  o b s e r v a t i o n s ,  we  h y p o t h e s i ze d  t h a t  a t  h i g h  d o s e ,  d e x a me t h a s o n e  

c o u l d  h e l p  r e s t o r e  i BR B  w h i l e  a t  a  l o w e r  d o s e ,  i t  c o u l d  a c t  o n  M GC 

w i t h o u t  r e s t o r i n g  i BR B;  a n d  a s  a  c o n s e q u e n c e ,  i B RB  p e r me a b i l i t y ,  i n  t h i s  

mo d e l ,  s e e me d  t o  b e  i n d e p e n d e n t  o f  Dp 7 1 ,  K i r 4 . 1 ,  a n d  A QP 4  e x p r e s s i o n .  

W e  h y p o t h e s i ze d  t h a t  t h e  o b s e r ve d  p a r a d o x i c a l  i n c r e a s e  o f  i B RB 

p e r me a b i l i t y  i n  c o mp a r i s o n  t o  c o n t r o l s  o b s e r ve d  w h e n  s u r ge r y  wa s  

f o l l o w e d  b y  i n t r a v i t r e a l  i n j e c t i o n ,  wa s  d u e  t o  t h e  e f f e c t  o f  i n t r a v i t r e a l  

i n j e c t i o n  i n  a  s ma l l  e y e  p e r  s e  e v e n  w i t h o u t  n e w  l e n s  t r a u ma t i s m.  

N o t e wo r t h y  i n  t h e  e x p l a n t  mo d e l ,  we  a l s o  o b s e r ve d  t h a t  M CG s we l l i n g ,  

D p 7 1 ,  A QP 4 ,  a n d  K i r 4 . 1  d o wn r e g u l a t i o n  a f t e r  e x p o s u r e  t o  a  h yp o o s mo t i c  

s o l u t i o n  c o n t a i n i n g  Ba 2 +  c o u l d  b e  p r e v e n t e d  u s i n g  a  l o w  d o s e  o f  

d e x a me t h a s o n e .  T h e  r e gu l a t i o n  o f  Dp 7 1  r e ma i n s  u n c l e a r .  Ho we v e r ,  H S F 1  

h a s  r e c e n t l y  b e e n  i d e n t i f i e d  a s  a  r e g u l a t o r  o f  Dp 7 1  e x p r e s s i o n  ( T a n  e t  a l . ,  

2 0 1 5 ) ,  a c t i n g  a s  a  t r a n s c r i p t i o n  f a c t o r .  P r e v i o u s  r e p o r t s  h a v e  s h o w n  t h a t  

d e x a me t h a s o n e  i n d u c e s  a n d  a c t i va t e s  HS F 1  i n  mi c e  ( M a h e s h wa r i  e t  a l . ,  

2 0 1 4 ;  S u n  e t  a l . ,  2 0 0 0 ) .  H e r e ,  we  o b s e r v e d  t h e  u p r e g u l a t i o n  o f  HS F 1  i n  

r e t i n a s  i n c u b a t e d  w i t h  d e x a me t h a s o n e .  I t  i s  c o n c e i va b l e  t o  p r o p o s e  t h a t  

d e x a me t h a s o n e  c o u l d  p r e ve n t  d o w n r e g u l a t i o n  o f  D p 7 1 ,  A QP 4 ,  a n d  K i r 4 . 1  

a n d  M GC  s we l l i n g  v i a  t h e  u p r e g u l a t i o n  o f  HS F 1 .  Zh a o  e t  a l .  p r e v i o u s l y  
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s h o we d  t h a t  d e x a me t h a s o n e  u p r e g u l a t e d  K i r 4 . 1  e x p r e s s i o n  b u t  n o t  A Q P 4  i n  

M GC  ( Z h a o  e t  a l . ,  2 0 1 1 ) .  B a s e d  o n  o u r  o b s e r v a t i o n s ,  we  c o u l d  a s s u me  t h a t  

d e x a me t h a s o n e  c o u l d  a c t  o n  t h e s e  p r o t e i n s  t h r o u g h  t h e  r e g u l a t i o n  o f  D p 7 1  

a f t e r  o v e r e x p r e s s i o n  o f  HS F 1 .  

T h e  i B R B - i n d e p e n d e n t  r e g u l a t i o n  o f  s u c h  M GC  f u n c t i o n s  c o u l d  e x p l a i n ,  a t  

l e a s t  p a r t i a l l y ,  t h e  d i s s o c i a t i o n  b e t we e n  t h e  v i s u a l  a c u i t y  a n d  t h e  e d e ma  

s e v e r i t y  o b s e r ve d  i n  c l i n i c a l  p r a c t i c e  ( D i a b e t i c  Re t i n o p a t h y  C l i n i c a l  

R e s e a r c h  Ne t wo r k  e t  a l . ,  2 0 0 7 ) .  T h e s e  me c h a n i s ms  n e e d  t o  b e  u n d e r s t o o d .  

In d e e d ,  i n  c l i n i c a l  p r a c t i c e ,  t h e  wa y  t o  e l i m i n a t e  f l u i d  a c c u mu l a t e d  i n  t h e  

r e t i n a  i s  k n o wn  mo s t  o f  t h e  t i me ;  h o w e ve r ,  h o w  t o  p r o t e c t  t h e  r e t i na  

d u r i n g  i BR B  b r e a k d o wn  a n d  ma c u l a r  e d e ma  r e ma i n s  u n k n o wn ,  a n d  o u r  

f i n d i n gs  s u g g e s t  t h a t  t h e  u s e  o f  c o r t i c o i d s  b u t  a t  a  v e r y  l o w  d o s e  c o u l d  b e  

u s e f u l .   

W e  o b s e r ve d  a l t e r a t i o n s  o f  d ys t r o p h i n  Dp 7 1 ,  AQ P 4 ,  a n d  K i r 4 . 1  i n  a  mo u se  

mo d e l  o f  s u r g i c a l l y  i n d u c e d  i B RB  b r e a k d o wn .  A  s i n g l e  i n j e c t i o n  o f  l o w  

d o s e  o f  De x  p r e ve n t e d  t h e  o c c u r r e n c e  o f  mo l e c u l a r  c h a n ge s  w i t h o u t  e f f e c t  

o n  t h e  i B RB .  Ba s e d  o n  t h e  r e s u l t s  o f  t h e  e x  v i v o  mo d e l  ( r e t i n a l  e x p l a n t s ) ,  

w e  s u g ge s t  t h a t  De x  c o u l d  u p r e g u l a t e  H S F 1 ,  o n e  o f  t h e  t r a n s c r i p t i o n  f a c t o r  

a c t i v a t i n g  Dp 7 1  e x p r e s s i o n  a  s t a b i l i z i n g  p r o t e i n  f o r  A Q P 4 / K i r 4 . 1  i n  M GC.  

C o n s i d e r i n g  t h e s e  e f f e c t s  t h a t  a r e  i n d e p e n d e n t  o f  i t s  a c t i o n  o n  t h e  i B RB ,  

l o w -d o s e  De x  c o u l d  b e  a  n e u r o p r o t e c t i v e  a g e n t  w i t h  p o t e n t i a l  u t i l i t y  i n  

c l i n i c a l  p r a c t i c e ,  p r o b a b l y  a s s o c i a t e d  w i t h  l e s s  c o mp l i c a t i o n  t h a n  w h e n  i t  

i s  u s e d  a t  h i g h e r  d o s e s .  

F u r t h e r mo r e ,  a s  D e x  i s  n o t  t h e  o n l y  a g e n t  u s e d  i n  c l i n i c ,  we  d e c i d e  t o  t e s t  

t wo  mo r e  g l u c o c o r t i c o i d s  ( G Cs )  w i t h  s i mi l a r  c h e mi c a l  s t r u c t u r e :  

T r i a mc i n o l o n e  a n d  F l u o c i n o l o n e ;  t h e s e  3  G Cs  h a v e  b e e n  r e p o r t e d  t o  h a ve  

a n  e l i mi n a t i o n  h a l f - l i f e  i n  t h e  v i t r e o u s  o f  2 – 3  h o u r s  i n  a n i ma l  mo d e l s  

( E d e l ma n ,  2 0 1 0 ) .  F i r s t ,  we  e va l u a t e d  t h e  c a p a b i l i t y  o f  p r e v e n t i n g  M GC 

s we l l i n g ,  wh e r e  a l l  t h r e e  p r e v e n t e d  M GC  s we l l i n g ,  b u t  F l u o c i n o l o n e  a n d  

T r i a mc i n o l o n e  wo r ke d  a t  v e r y  l o w  c o n c e n t r a t i o n  ( 0 . 0 1 2  µ M )  wh i l e ,  De x  

s h o we d  n o  s i gn i f i c a n t  e f f e c t ,  e v e n  i f  a  d e c r e a s e  i n  s o ma  c e l l  s i ze  t e n d e n c y  

i s  o b s e r ve d .  I n t e r e s t i n g l y ,  F l u o c i n o l o n e  a p p e a r s  t o  h a ve  b e t t e r  e f f e c t  

p r o t e c t i n g  f r o m s we l l i n g  a t  l o we s t  c o n c e n t r a t i o n .  Ac c o r d i n g  w i t h  o u r  
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r e s u l t s ,  o n e  s t u d y  s u g g e s t e d  t h a t  l o w  d o s e s  o f  g l u c o c o r t i c o i d s  ma y  h a v e  

a n t i e d e ma t o u s  e f f e c t s  o n  t h e  r e t i n a  w i t h  r e d u c e d  t o x i c i t y  ( Z h a o  e t  a l . ,  

2 0 1 1 ) .  T h i s  i s  i mp o r t a n t  d u e  t o  t h e  G Cs  s i d e  e f f e c t s  l i ke  d i a b e t e s  me l l i t u s ,  

p e p t i c  u l c e r ,  Cu s h i n g ' s  s yn d r o me ,  o s t e o p o r o s i s ,  s k i n  a t r o p h y ,  p s y c h o s i s ,  

g l a u c o ma ,  r i s ks  o f  c a t a r a c t  p r o g r e s s i o n ,  e l e v a t i o n  o f  i n t r a o c u l a r  p r e s s u r e ,  

a n d  e n d o p h t h a l mi t i s ,  a mo n g  ma n y  o t h e r s ,  w h i c h  l i mi t s  t h e i r  u s e  ( E d e l ma n ,  

2 0 1 0 ;  S c h ä c ke  e t  a l . ,  2 0 0 4 ) .  T h e r e f o r e ,  t h e  p r o t e c t i v e  e f f e c t  o f  

F l u o c i n o l o n e  d u r i n g  M G C e d e ma  a t  t h i s  v e r y  l o w  c o n c e n t r a t i o n  ( 0 . 0 1 2  

µ M )  mo t i v a t e s  t h e  c o n t i n u i n g  i n v e s t i g a t i o n  o f  F l u o c i n o l o n e  i n  t h e  l e ns  

s u r ge r y  mo d e l  a n d  i n v e s t i g a t i n g  t h e  p o s s i b l e  r o l e  o f  t h i s  GC  o n  t h e  Dp 7 1  

p r o mo t e r .  

I t  h a s  b e e n  o b s e r ve d  f o r  d e c a d e s  t h a t  r e s p o n s e s  t o  G C v a r y  b e t w e en  

p a t i e n t s  a n d  d i f f e r e n t  c e l l  t yp e s  a n d  t i s s u e s ,  a n d  t h a t  s t r u c t u r a l l y  d i f f e r e n t  

G C s  c a n  ge n e r a t e  d i f f e r e n t  r e s p o n s e s  i n  p a t i e n t s ,  c e l l s  o r  t i s s u e s .  

R e ma r ka b l y ,  Ro n a c h e r  e t  a l .  d e t e r mi n e d  t h a t  t h e  e f f i c a c y  o f  a  l i g a n d  f o r  

b o t h  t r a n s a c t i v a t i o n  a n d  t r a n s r e p r e s s i o n  i s  u n r e l a t e d  t o  i t s  r e l a t i v e  a f f i n i t y  

f o r  t h e  r e c e p t o r  ( Ro n a c h e r  e t  a l . ,  2 0 0 9 ) .  T h e  s t e r o i d  e f f e c t s  o f  De x ,  T r i a m 

a n d  F l u o  o n  g e n e  t r a n s c r i p t i o n  s e e ms  t o  b e  c e l l  l i n e a g e  d e p e n d e n t  a s  we l l  

a s  t i me  a n d  s t e r o i d  c o n c e n t r a t i o n  d e p e n d e n t  ( E d e l ma n ,  2 0 1 0 ;  N e h mé  e t  a l . ,  

2 0 0 9 ) .  T h e s e  f a c t s ,  i n c r e a s e  t h e  i mp o r t a n c e  o f  s t u d i e s  l i ke  t h i s  o n e ,  

c o mp a r i n g  d i f f e r e n t  d o s e s  o f  mo r e  t h a n  o n e  G C ,  t o  b e t t e r  u n d e r s t a n d  t he  

e f f e c t  o f  GCs  i n  r e t i n a l  t i s s u e  a n d  t h e i r  r o l e  i n  r e t i n a l  e d e ma .  

T h e  l i p i d  s i gn a l i n g  c a s c a d e s  a r e  i mp l i c a t e d  i n  i n f l a mma t o r y  d i s e a s e s  l i k e  

d i a b e t e s .  I n  t h i s  s t u d y ,  we  o b s e r ve d  t h a t  i n h i b i t i o n  o f  P L A 2  a n d  L OX 

e n z y me s  p r e ve n t  t h e  M G C s we l l i n g  a n d  t h e  Dp 7 1  a n d  K i r 4 . 1  

d o w n r e g u l a t i o n ;  h o w e ve r ,  C OX  i n h i b i t o r  w a s  n o t  a b l e  t o  p r e v e n t  t h e  

mo l e c u l a r  c h a n ge s  a s s o c i a t e s  w i t h  M G C s we l l i n g .  T h i s  r e s u l t  l e a d  u s  t o  

p r o p o s e  t h a t  t h e  M G C  s we l l i n g  i n  o u r  r e t i n a l  e x p l a n t  mo d e l  r e s p o n d  t o  a  

l e u k o t r i e n e  p a t h wa y  a c t i va t i o n .  H o we v e r ,  t h e  i n  v i v o  r e s p o n s e  mo d e l  a f t e r  

l e n s  s u r ge r y  r e ma i n s  t o  b e  i n ve s t i ga t e d .  A s  we  o b s e r v e d  a  d o s e s  r e s p o n se  

e f f e c t  i n  t h e  r e t i n a l  e x p l a n t  mo d e l  i t  wo u l d  b e  i n t e r e s t i n g  t o  a n a l y z e  t h e  

e f f e c t  o f  d i f f e r e n t  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  3  G Cs  t e s t e d  i n  t h e  i n  v i t r o  mo d e l .  
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F o r  B R B ma i n t e n a n c e ,  t h e  c o r r e c t  c e l l  t o  c e l l  i n t e r a c t i o n s  i s  a  v e r y  

i mp o r t a n t  c o n d i t i o n  a n d  G Cs  i n f l u e n c e  t h e  e x p r e s s i o n  o f  s o me  c e l l  

a d h e s i o n  mo l e c u l e s .  C o n n e x i n  4 3  ( C x 4 3 ) ,  a  g a p  j u n c t i o n  p r o t e i n ,  w a s  

l o c a l i ze d  i n  M GC ( Ba l l  a n d  M c R e yn o l d s ,  1 9 9 8 )  a n d  i mp l i c a t e d  i n  

n e u r o d e ge n e r a t i v e  d i s e a s e s  ( Or e l l a n a  e t  a l . ,  2 0 0 9 ) ;  w e  o b s e r v e d  t h a t  i n  

D p 7 1  n u l l  m i c e ,  Cx 4 3  e x p r e s s i o n  i s  d o wn r e g u l a t e d  ( u n p u b l i s h e d  d a t a ) .  T h e  

t i g h t  j u n c t i o n s  ( T J )  a r e  e s s e n t i a l  t o  e s t a b l i s h  t h e  b a r r i e r  b e t w e en  

e n d o t h e l i a l  c e l l s  i n  t h e  r e t i n a l  a n d  b r a i n  b l o o d  v e s s e l s  a n d  t o  ma i n t a i n  a  

p r o p e r  e n v i r o n me n t  f o r  n e u r o n a l  f u n c t i o n .  I n  d i a b e t e s  d i s e a s e ,  o c c l u d i n g  

p r o t e i n  e x p r e s s i o n ,  s p e c i f i c a l l y  c l a u d i n -5 ,  e x p r e s s e d  i n  r e t i n a l  

v a s c u l a t u r e ,  i s  r e d u c e d  a n d  t h i s  i s  a s s o c i a t e d  w i t h  a n  i n c r e a s e  i n  B RB 

p e r me a b i l i t y  ( An t o n e t t i  e t  a l . ,  1 9 9 8 ) .  N o  d i f f e r e n t i a l  c h a n g e s  i n  Cx 4 3  

e x p r e s s i o n  we r e  o b s e r v e d ,  t h u s  we  p r o p o s e  t o  e va l u a t e  c l a u d i n  o r  o c c l u d in  

e x p r e s s i o n  i n  o u r  mo d e l  i s  r e q u i r e d  t o  c l a r i f y  t h e  BR B  b r e a k d o wn  

me c h a n i s m a n d  t h e  e f f e c t  o f  t h e  d i f f e r e n t  G Cs  i n  t h e s e  a d h e s i o n  

mo l e c u l e s .  
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Conclusions  

In  t h i s  s t u d y ,  we  s h o w e d  t h a t  D e x  wa s  a b l e  t o  p r e ve n t  M GC  s we l l i n g ,  

s u g ge s t i n g  a  p o s s i b l e  p r o t e c t i ve  r o l e  o f  D e x  i n  M G C  e d e ma  d u e  t o  s u r ge r y .   

A s  De x  p r e ve n t  t h e  mo l e c u l a r  c h a n g e s  o b s e r v e d  d u r i n g  M G C e d e ma ,  w e  

s u g ge s t  a  n e u r o p r o t e c t i v e  e f f e c t  o f  De x  a n d  t h i s  c o u l d  b e  u s e f u l  i n  a  

n e u r o p r o t e c t i v e  t h e r a p e u t i c  a p p r o a c h .   

D e x  wa s  a b l e  t o  p r e v e n t  t h e  e d e ma  f o r ma t i o n  t h r o u g h  a n  o v e r e x p r e s s i o n  o f  

H S F 1  a  Dp 7 1  t r a n s c r i p t i o n a l  f a c t o r .  

A c c o r d i n g  w i t h  o u r  r e s u l t s ,  t h e  M G C  e d e ma  o b s e r v e d  i n  t h e  r e t i n a l  e x p l a n t  

mo d e l  wa s  d e v e l o p e d  t h r o u g h  a c t i v a t i o n  o f  a r a q u i d o n i c  a c i d  p a t h wa y ,  

e s p e c i a l l y  t h e  l e u k o t r i e n e  p a t h wa y .  

D e x ,  T r i a m a n d  F l u o  we r e  a b l e  t o  p r e ve n t  M G C s we l l i n g  i n  t h e  r e t i n a l  

e x p l a n t  mo d e l .  

T h e  g l u c o c o r t i c o i d s  t e s t e d  h a v e  a  d o s e  d e p e n d e n t  r e s p o n s e  t o  p r e ve n t  t h e  

d o w n r e g u l a t i o n  o f  Dp 7 1 ,  AQ P 4  a n d  K i r 4 . 1 .  

T h e  p o s s i b i l i t y  o f  r e d u c i n g  t h e  d o s e s  o f  g l u c o c o r t i c o i d s  i n  t h e  c l i n i c  a s  a  

n e u r o p r o t e c t i v e  t h e r a p e u t i c  a p p r o a c h  wa s  p r o p o s e d .  
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SECOND PART 

“Role of Dp71 and ε -SG in  the intercel lular  

junct ions of  PC12 cel ls .”  

 

Background  

D i c ke n s  a n d  c o l l a b o r a t o r s  i n  2 0 0 2  d e mo n s t r a t e d  t h e  p r e s e n c e  o f  a  

h o mo l o g o u s  d o ma i n  t o  c a d h e r i n  i n  α  a n d  ε - s a r c o g l yc a n  s e q u e n c e s ,  t h e s e  

d o ma i n s  a r e  p r e s e n t  i n  a d h e s i o n  mo l e c u l e s  t h a t  i n t e r ve n e  i n  a  w i d e  r a n g e  

o f  p r o c e s s e s  d u r i n g  c e l l  p o l a r i za t i o n  a n d  mi g r a t i o n .  T h i s  l e a d s  t o  t h e  

p o s s i b i l i t y  t h a t  t h e  ε - s a r c o g l y c a n  mo l e c u l e ,  b e s i d e s  b e i n g  p a r t  o f  t h e  

s a r c o g l y c a n  c o mp l e x  i n  DA P C,  a l s o  p a r t i c i p a t e s  i n  c e l l  a d h e s i o n  ( D i c ke n s  

e t  a l . ,  2 0 0 2 ) .  

O n  t h e  o t h e r  h a n d ,  i n  o u r  s t u d y  g r o u p ,  we  h a d  t e s t e d  t h e  p r e s e n c e  o f  Dp 7 1  

i n  c e l l - c e l l  c o n t a c t  s i t e s ,  M á r q u e z  a n d  c o wo r k e r s  u s i n g  

i mmu n o f l u o r e s c e n c e  a s s a ys ,  f o u n d  t h a t  t h e  D p 7 1 f  a l t h o u gh  p r e s e n t  i n  t he  

c e l l u l a r  c y t o p l a s m i s  n o t  f o u n d  i n  t h e  c o n t a c t  s i t e s  b e t w e e n  c e l l s ,  w h i l e  

t h e  i s o f o r ms  b e l o n g i n g  t o  t h e  D p 7 1 d  g r o u p  a r e  s t r o n g l y  l o c a l i ze d  i n  c e l l -

c e l l  c o n t a c t  s i t e s  ( M a r q u e z  e t  a l . ,  2 0 0 3 ) .  

In  2 0 0 7 ,  R o mo  a n d  c o l l e a g u e s  r e p o r t e d  t h a t  ε -S G  i s  c o n c e n t r a t e d  a t  c e l l -

c e l l  c o n t a c t  s i t e s  i n  P C1 2  c e l l s  ( Ro mo -Y á ñ e z  e t  a l . ,  2 0 0 7 ) .  I n  2 0 1 3 ,  i t  wa s  

f o u n d  t h a t  i n  u n d i f f e r e n t i a t e d  P C1 2  c e l l s ,  t h e  i s o f o r ms  b e l o n g i n g  t o  t h e  

g r o u p  o f  Dp 7 1 d  ( D p 7 1 d Δ 7 1  a n d  Dp 7 1 d Δ 7 1 - 7 4 )  c o l o c a l i z e  w i t h  ε -S G  i n  

u n d i f f e r e n t i a t e d  P C1 2  c e l l s  ( F i g .  2 3 ) ,  b e i n g  t h e  P e a r s o n  c o r r e l a t i o n  

c o e f f i c i e n t s  0 . 7 1  a n d  0 . 7 2  r e s p e c t i v e l y  ( F i g .  2 4 ) ,  w h i l e  t h e  o t h e r  D p 7 1  

i s o f o r ms  ( Dp 7 1 f Δ 7 1  D p 7 1 e Δ 7 1  a n d  Dp 7 1 e Δ 7 1 - 7 4 )  d o  n o t  c o l o c a l i ze  w i t h  ε -S G  

( F i g .  2 3 ) .  S i mi l a r  r e s u l t s  we r e  f o u n d  i n  d i f f e r e n t i a t e d  c e l l s ,  Dp 7 1 d  

i s o f o r ms  c o l o c a l i z e  w i t h  ε -S G ,  wh e r e a s  t h e  D p 7 1  i s o f o r ms  f r o m g r o u p s  f  

a n d  e  d o  n o t  ( F i g .  2 5 ) .  An  i mp o r t a n t  f i n d i n g  wa s  t h a t  t h e  Dp 7 1 c  i s o f o r m 

i s  i d e n t i f i e d  a s  b e i n g  c o n c e n t r a t e d  a t  t h e  c e l l - c e l l  b i n d i n g  s i t e s  ( F i g .  2 5 )  

t h e  s a me  c o l o c a l i z a t i o n  w a s  o b s e r ve d  i n  d i f f e r e n t i a t e d  P C1 2  c e l l s  ( F i g .  
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2 5 ) .  I n t e r e s t i n g l y ,  o v e r e x p r e s s i o n  o f  b o t h  D p 7 1 d  i s o f o r ms  mo d i f i e d  t h e  ε -

S G  l o c a l i z a t i o n  a n d  e x p r e s s i o n  ( t h e  ε -S G  s t a i n i n g  wa s  mo r e  e v i d e n t  i n  

c e l l s  t h a t  o ve r e x p r e s s  Dp 7 1 d  i s o f o r ms ) .  D p 7 1 c  i s o f o r m p r e s e n t e d  a  s t r o n g  

s t a i n e d  l o c a t e d  a t  t h e  c e l l  t o  c e l l  c o n t a c t  s i t e  s u g g e s t i n g  i t  r o l e  i n  c e l l  t o  

c e l l  a d h e s i o n  p r o c e s s e s  ( S i q u e i r o s  2 0 1 4 ,  M a s t e r  T h e s i s ) .  

A d d i t i o n a l l y ,  mu t a t i o n s  i n  S GC E  ge n e  ( ε - s a r c o g l y c a n )  l e a d  t o  my o c l o n i c  

d y s t o n i a  d i s o r d e r .  M y o c l o n i c  d y s t o n i a  i s  a  mo v e me n t  d i s o r d e r  

c h a r a c t e r i z e d  b y  t h e  p r e s e n c e  o f  r a p i d  a n d  b r i e f  c o n t r a c t i o n s  o f  t h e  

mu s c l e ,  c a l l e d  my o c l o n u s ,  i t  a l s o  p r e s e n t s  s u s t a i n e d  t o r s i o n  a n d  r e p e a t e d  

mo v e me n t s  ( d ys t o n i a ) .  I n  a d d i t i o n ,  p a t i e n t s  p r e s e n t  s y mp t o ms  i n  c e n t r a l  

n e r vo u s  s ys t e m l i k e :  o b s e s s i v e -c o mp u l s i ve  d i s o r d e r ,  d e p r e s s i o n ,  a n x i e t y ,  

p e r s o n a l i t y  d i s o r d e r ,  a l c o h o l  a b u s e  a n d  p a n i c  a t t a c k s ,  s y mp t o ms  d e ve l o p  

i n  c h i l d h o o d  o r  e a r l y  a d o l e s c e n c e  ( Ra y mo n d  a n d  O z e l i u s ,  1 9 9 3 ) .  I n  

a d d i t i o n  t o  t h e  i mp o r t a n c e  o f  t h e  S G C E  g e n e  i n  my o c l o n i c  d y s t o n i a ,  K l e i n  

a n d  c o l l e a g u e s  r e p o r t e d  a  mu t a t i o n  i n  t h e  D RD 2  g e n e  t h a t  c o d e s  f o r  t h e  

d o p a mi n e  D 2  r e c e p t o r  i n  n e u r o p s y c h i a t r i c  d i s o r d e r s  ( A s mu s  e t  a l . ,  2 0 0 2 ;  

K l e i n  e t  a l . ,  2 0 0 2 ;  Z i mp r i c h  e t  a l . ,  2 0 0 1 ) .  
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F i g u r e  2 3 . -  Co l o c a l i za t i o n  o f  Dp 7 1  i s o f o r m s  w i t h  ε - S G i n  

P C 1 2 / T e t - O n  c e l l s  w i t h o u t  d i f f e r e n t i a t i o n .  

I m mu n o f l u o r e s c e n c e  o f  P C1 2 / T e t -On  c e l l s  t r a n s f e c t e d  w i t h  t h e  

p l a s mi d s :  p T R E 2 p u r -my c / Dp 7 1 a b  (D p 7 1 f Δ 7 1 ) ,  p T R E 2 p u r -

my c / Dp 7 1 e  ( Dp 7 1 e Δ 7 1 ) ,  p T RE 2 p u r -my c / Dp 7 1 e c  ( Dp 7 1 e Δ 7 1 - 7 4 ) ,  
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p T R E 2 p u r -my c / Dp 7 1 a  ( Dp 7 1 d Δ 7 1 )  a n d  p T RE 2 p u r -my c / Dp 7 1 c  

( Dp 7 1 d Δ 7 1 - 7 4 )  i n  t h e  i n d u c i b l e  T e t -On  s y s t e m.  T h e  i s o f o r ms  a r e  

c l a s s i f i e d  b y  g r o u p s :  f ,  e  a n d  d .  Dp 7 1  i s o f o r m ( g r e e n )  a n d  ε -S G  

( r e d ) ;  t h e  o v e r l a p  i ma g e s  a r e  o b s e r v e d  i n  l e f t  p a n e l s .  I s o f o r ms  

D p 7 1 a b  ( g r o u p  f ) ,  D p 7 1 e  a n d  Dp 7 1 e c  d o  n o t  c o l o c a l i ze  w i t h  ε -

S G  wh e r e f o r e ,  t h e  i s o f o r ms  Dp 7 1 a  a n d  Dp 7 1 c  ( g r o u p  d )  

c o l o c a l i z e  w i t h  t h e  ε -S G .  Ima g e s  o b t a i n e d  i n  a  c o n f o c a l  

m i c r o s c o p e  o f  t h e  e q u a t o r i a l  z o n e  o f  t h e  c e l l s ;  r e p r e s e n t a t i v e  

r e s u l t  o f  a t  l e a s t  t wo  i n d e p e n d e n t  e x p e r i me n t s .  

 

 

F i g u r e  2 4 . -  P e a r s o n  c o r r e l a t i o n  c o e f f i c i e n t  i n  P C 1 2  

e x p r e s s i n g  Dp 7 1  i s o f o r m s .  

A .  G r a p h i c  r e p r e s e n t a t i o n  o f  P e r s o n  c o r r e l a t i o n  c o e f f i c i e n t  

( P C C)  c o l o c a l i za t i o n  o f  Dp 7 1  i s o f o r m s  a n d  ε -S G  i n  P C1 2 / T e t -O n  

c e l l s  t r a n s f e c t e d  w i t h  t h e  p l a s mi d s :  p T R E 2 p u r -my c / Dp 7 1 a b  

( D p 7 1 f Δ 7 1 ) ,  p T R E 2 p u r -my c / Dp 7 1 e  ( D p 7 1 e Δ 7 1 ) ,  p T RE 2 p u r -

my c / Dp 7 1 e c  ( Dp 7 1 e Δ 7 1 - 7 4 ) ,  p T RE 2 p u r -m y c / D p 7 1 a  ( Dp 7 1 d Δ 7 1 )  a n d  

p T R E 2 p u r -my c / Dp 7 1 c  ( Dp 7 1 d Δ 7 1 - 7 4 ) .  B .  M e a n  va l u e s  o f  e a c h  

P C C o b t a i n e d  f o r  e a c h  Dp 7 1  i s o f o r m.  
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F i g u r e  2 5 . -  Co l o c a l i za t i o n  o f  Dp 7 1  i s o f o r m s  w i t h  ε - S G i n  

d i f f e r e n t i a t e d  P C 1 2 / Te t - O n  c e l l s .  
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I m mu n o f l u o r e s c e n c e  o f  P C1 2 / T e t - O n  c e l l s  t r a n s f e c t e d  w i t h  

p l a s mi d s :  p T R E 2 p u r -my c / Dp 7 1 a b  ( D p 7 1 f Δ 7 1 ) ,  p T R E 2 p u r -

my c / Dp 7 1 e  ( Dp 7 1 e Δ 7 1 ) ,  p T RE 2 p u r -my c / Dp 7 1 e c  ( Dp 7 1 e Δ 7 1 - 7 4 ) ,  

p T R E 2 p u r -my c / Dp 7 1 a  ( Dp 7 1 d Δ 7 1 )  a n d  p T RE 2 p u r -my c / Dp 7 1 c  

( Dp 7 1 d Δ 7 1 - 7 4 ) .  T h e  i s o f o r ms  a r e  c l a s s i f i e d  b y  g r o u p :  f ,  e  a n d  d .  

I s o f o r m  ( g r e e n ) ,  ε -S G  ( r e d ) ,  t h e  o v e r l a p  i ma g e s  a r e  o b s e r ve d  i n  

r i g h t  p a n e l s .  D p 7 1 a b  ( g r o u p  f ) ,  Dp 7 1 e  a n d  Dp 7 1 e c  d o  n o t  

c o l o c a l i z e  w i t h  ε -S G  w h e r e a s ,  Dp 7 1 a  a n d  Dp 7 1 c  ( g r o u p  d )  

c o l o c a l i z e  w i t h  ε -S G ;  o ve r e x p r e s s i o n  o f  b o t h  i s o f o r ms  mo d i f i e s  

t h e  e x p r e s s i o n  l e v e l  a n d  l o c a t i o n  o f  ε -S G .  Ob t a i n e d  i n  a  

c o n f o c a l  mi c r o s c o p e  o f  t h e  e q u a t o r i a l  z o n e  o f  t h e  c e l l s .  

R e p r e s e n t a t i v e  i ma ge s  o f  a t  l e a s t  t wo  i n d e p e n d e n t  e x p e r i me n t s .  

 

P C1 2  ce l l s  m od e l   

P C1 2  c e l l s  we r e  e s t a b l i s h e d  f r o m a  r a t  a d r e n a l  p h e o c h r o mo c y t o ma ,  t h e y  

a r e  r e s p o n s i v e  t o  n e u r o n a l  g r o wt h  f a c t o r  ( N GF )  d i f f e r e n t i a t i n g  i n t o  

n e u r o n s - l i ke  c e l l s .  A f t e r  o n e  we e k  o f  t r e a t me n t  w i t h  NG F  P C 1 2  c e l l s  s t o p  

mu l t i p l y i n g  a n d  b e g i n  t o  p r e s e n t  v a r i c o s e  r a mi f i c a t i o n s ,  a  p r o c e s s  s i mi l a r  

t o  t h e  o n e  o c c u r r i n g  i n  s y mp a t h e t i c  n e u r o n s  i n  p r i ma r y  c u l t u r e ;  a f t e r  

s e v e r a l  we e k s  e x p o s e d  t o  N GF  t r e a t me n t  t h e  n e u r i t e s  r e a c h  a  l e n g t h  o f  5 0 0  

t o  1 0 0 0  µ m.  T h e  d i f f e r e n t i a t i o n  p r o c e s s  i s  r e v e r s i b l e  i n  P C 1 2  c e l l s  a nd  

a f t e r  7 2  h o u r s  w i t h o u t  N G F  t h e  c e l l s  s t a r t  d u p l i c a t i o n .  T h e s e  c e l l s  p r o d u ce  

a n d  s t o r e  t h e  n e u r o t r a n s mi t t e r s  d o p a mi n e  a n d  n o r e p i n e p h r i n e ,  a n d  

c o n s t i t u t e  a  u s e f u l  c e l l u l a r  mo d e l  f o r  n e u r o b i o l o g i c a l  a n d  n e u r o c h e mi c a l  

s t u d i e s  ( Gr e e n e  a n d  T i s c h l e r ,  1 9 7 6 ) .  

P C1 2  c e l l s  r e p r e s e n t  a  mo d e l  f o r  s t u d y i n g  t h e  Dp 7 1  i s o f o r ms  a s  t h e y  

e x p r e s s  t h e  f o l l o wi n g  i s o f o r ms :  Dp 7 1 d Δ 7 1  ( Dp 7 1 a )  ( G I :  5 2 6 3 0 3 1 7 ) ,  

D p 7 1 f Δ 7 1  ( D p 7 1 a b )  ( G I :  3 2 9 6 6 0 4 6 ) ,  Dp 7 1 d Δ 7 1 - 7 4  ( Dp 7 1 c )  ( G I :  3 2 9 6 6 0 4 8 ) ,  

D p 7 1 e Δ 7 1  ( D p 7 1 e )  ( G I :  3 2 7 4 2 2 4 1 9 )  a n d  Dp 4 0  ( G I :  1 5 0 0 3 6 2 7 0 ) .  I t  i s  a l s o  

k n o wn  t h a t  d u r i n g  t h e  d i f f e r e n t i a t i o n  p r o c e s s  o f  t h e s e  c e l l s  t h e  l e ve l s  o f  

D p 7 1 f  i n c r e a s e  ( M a r q u e z  e t  a l . ,  2 0 0 3 ) ,  t h e  e x p r e s s i o n  o f  t h e  Dp 7 1  

i s o f o r ms  i s  f u n d a me n t a l  f o r  t h e  d e v e l o p me n t  o f  n e u r i t e s  i n  d i f f e r e n t i a t e d  
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P C1 2  c e l l s  w i t h  b o t h  NG F  a s  w i t h  c AM P  f a c t o r s  ( Ac o s t a  e t  a l . ,  2 0 0 4 ;  

A r a g ó n  e t  a l . ,  2 0 1 1 ) .  

I n  t h i s  c e l l  l i n e ,  d y s t r o p h i n  Dp 7 1  i n t e r a c t s  w i t h  β -d y s t r o g l yc a n ,  β 1 -

s y n t r o p h i n ,  γ 1 - s y n t r o p h i n ,  β -d y s t r o b r e v i n ,  a s  we l l  a s  α - ,  β - ,  γ -  a n d  ε -

s a r c o g l y c a n  ( V i l l a r r e a l -S i l va  e t  a l . ,  2 0 1 0 ) .  I  h a s  b e e n  r e p o r t e d  t h a t  t h e  

D p 7 1 a b  a s s o c i a t e d  c o mp l e x  i s  d i f f e r e n t  i n  u n d i f f e r e n t i a t e d  a n d  

d i f f e r e n t i a t e d  P C1 2  c e l l s  ( R o mo -Y á ñ e z  e t  a l . ,  2 0 0 7 ) ,  wh i c h  l e a d  t o  t h i n k  

i n  t h e  r e l e v a n c e  o f  e a c h  i s o f o r m d u r i n g  t h e  d i f f e r e n t  c e l l u l a r  p r o c e s s e s  

l i ke  d i f f e r e n t i a t i o n .  
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Results  

 

1 .  Coloca l i za t ion  o f  Dp71d  i so forms  wi th  ε -SG 

In  o r d e r  t o  c o n f i r m  t h e  c o l o c a l i za t i o n  o b s e r v e d  i n  P C1 2 / T e t -O n  c e l l  

t r a n s i e n t l y  t r a n s f e c t e d  w i t h  t h e  D p 7 1  i s o f o r ms ,  we  d e c i d e  t o  w o r k  w i th  

P C1 2 / T e t -O n  s t a b l e  t r a n s f e c t e d  c e l l s :  P C1 2 / D p 7 1 d Δ 7 1  ( c l o n e  No .  4 )  a n d  

P C1 2 / D p 7 1 d Δ 7 1 - 7 4  ( c l o n e  No .  4 ) .  W e  c o n f i r me d  t h e  e x p r e s s i o n  o f  e a ch  

D p 7 1  i s o f o r m b y  P CR  f r o m g e n o mi c  D NA  u s i n g  s p e c i f i c  p r i me r s  f o r  t h e  C -

t e r mi n a l  o f  D p 7 1  i s o f o r ms  f r o m  g r o u p  d  ( T a b l e  1 ) ;  t h e  p r o t e i n  e x p r e s s i o n  

w a s  c o n f i r me d  b y  W e s t e r n  B l o t .  

T h e  c o l o c a l i za t i o n  b e t we e n  e p s i l o n - s a r c o g l yc a n  a n d  Dp 7 1  i s o f o r ms  wa s  

e v a l u a t e d  i n  u n d i f f e r e n t i a t e d  a n d  d i f f e r e n t i a t e d  c e l l s ,  a s  we  e x p e c t e d  b o t h  

i s o f o r ms  s h o we d  a  c l e a r l y  c o l o c a l i z a t i o n  w i t h  ε -S G  i n  ( F i g .  2 6 ) .  

W e  o b s e r v e d  t h a t ,  e v e n  i f  e a c h  c l o n e  wa s  p r o p a ga t e d  f r o m a  s i n g l e  c e l l ,  

s o me  c e l l s  s t a i n e d  s t r o n ge r  f o r  t h e  Dp 7 1 d  i s o f o r ms  ( F i g .  2 6  a r r o w )  a n d  

t h e s e  c e l l s  a l l o we d  u s  t o  o b s e r ve  t h a t  t h e  mo r e  s t a i n e d  t h e  c e l l  f o r  Dp 7 1 d  

i s o f o r ms  t h e  mo r e  s t a i n e d  f o r  ε -S G;  t h i s  p h e n o me n o n  wa s  a l s o  o b s e r ve d  i n  

t r a n s i e n t l y  t r a n s f e c t e d  c e l l s .  
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F i g u r e  2 6 . -  Co l o c a l i za t i o n  o f  Dp 7 1  i s o f o r m s  w i t h  ε - S G i n  

P C 1 2  c l o n e s  e x p r e s s i n g  D p 7 1  i s o f o r m s .  

A .  Im mu n o f l u o r e s c e n c e  o f  u n d i f f e r e n t i a t e d  P C1 2  s t a b l e  c l o n e s :  

P C1 2 / D p 7 1 d Δ 7 1  a n d  P C1 2 / D p 7 1 d Δ 7 1 - 7 4  Dp 7 1 d  i s o f o r m ( g r e e n )  wa s  

d e t e c t e d  b y  a n t i -M yc  a n t i b o d y ,  ε -S G  ( r e d )  wa s  d e t e c t e d  b y  a n t i -

ε -S G  ( L g7 )  a n t i b o d y  B .  Im mu n o f l u o r e s c e n c e  o f  d i f f e r e n t i a t e d  

c e l l s .  Bo t h  Dp 7 1 d  i s o f o r ms  c o l o c a l i z e  w i t h  ε -S G  i n  

u n d i f f e r e n t i a t e d  a n d  d i f f e r e n t i a t e d  c e l l s .  T h e  a r r o w  i n d i c a t e s  

o n e  c e l l  t h a t  e x p r e s s e s  a  l o w  a mo u n t  o f  d y s t r o p h i n  Dp 7 1 d ,  wh i c h  
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c o r r e l a t e s  w i t h  a  l i g h t e r  s t a i n  f o r  ε -S G  c o mp a r e  t o  t h e  s t r o n g  

s t a i n  o b s e r v e d  i n  t h e  c e l l  o v e r e x p r e s s i n g  t h e  Dp 7 1 d Δ 7 1  i s o f o r m.  

I ma g e s  o f  t h e  e q u a t o r i a l  zo n e  o f  t h e  c e l l s  w e r e  o b t a i n e d  i n  a  

c o n f o c a l  mi c r o s c o p e  o f  t h e  e q u a t o r i a l  z o n e  o f  t h e  c e l l s .  

R e p r e s e n t a t i v e  i ma ge s  o f  a t  l e a s t  t wo  i n d e p e n d e n t  e x p e r i me n t s .  

 

 

2 .  Coloca l i za t ion  o f  Dp71d  i so forms  wi th  adhes ion  mole cu le s  

 

C o n s i d e r i n g  t h e  l o c a t i o n  o f  ε -S G  a n d  D p 7 1  i n  t h e  c e l l  t o  c e l l  b i n d i n g  

s i t e s ,  i t  wa s  c o n s i d e r e d  t o  e va l u a t e  t h e  c o l o c a l i za t i o n  b e t w e e n  p r o t e i n s  

i n v o l ve d  i n  a d h e r e n t  u n i o n s  me d i a t e d  b y  c a d h e r i n s  ( β - c a t e n i n  a n d  N -

c a d h e r i n )  a n d  ε -S G .  W e  o b s e r v e d  t h a t  e v e n  i f  β - c a t e n i n  a n d  N - c a d h e r i n  a r e  

c o n c e n t r a t e d  i n  t h e  c o n t a c t  s i t e s  a s  p r e v i o u s l y  r e p o r t e d  ( Ch e n ,  Ch e n  e t  a l . ,  

2 0 0 5 ;  L e e  a n d  T o ma r e v  2 0 0 7 )  t h e y  d i d  n o t  s h o w  a  c l e a r  c o l o c a l i z a t i on  

w i t h  D p 7 1 d  i s o f o r ms  i n  P C1 2 / Dp 7 1 d Δ 7 1  a n d  P C1 2 / D p 7 1 d Δ 7 1 - 7 4  c e l l s  ( F i g .  

2 7 ) .  
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F i g u r e  2 7 . -  Co l o c a l i za t i o n  o f  Dp 7 1  i s o f o r m s  w i t h  b e t a - c a t e n i n  

i n  P C1 2  c l o n e s  e x p r e s s i n g  D p 7 1  i s o f o rm s .  

I m mu n o f l u o r e s c e n c e  o f  u n d i f f e r e n t i a t e d  P C 1 2  s t a b l e  c l o n e s :  

P C1 2 / D p 7 1 d Δ 7 1  a n d  P C1 2 / Dp 7 1 d Δ 7 1 -7 4  D p 7 1 d  i s o f o r m ( r e d )  

w a s  d e t e c t e d  b y  a n t i -M y c  a n t i b o d y ,  β - c a t e n i n  ( g r e e n )  w a s  

d e t e c t e d  b y  a n t i -  β - c a t e n i n  ( A b c a m)  a n t i b o d y .  No  c l e a r  

c o l o c a l i z a t i o n  wa s  o b s e r v e d .  Ima g e s  o f  t h e  e q u a t o r i a l  zo n e  o f  

t h e  c e l l s  we r e  o b t a i n e d  i n  a  c o n f o c a l  mi c r o s c o p e  o f  t h e  

e q u a t o r i a l  z o n e  o f  t h e  c e l l s .  Re p r e s e n t a t i ve  i ma ge s  o f  a t  l e a s t  

t wo  i n d e p e n d e n t  e x p e r i me n t s .  

 

C o n s i d e r i n g  t h e s e  r e s u l t s ,  we  d e c i d e  t o  a n a l y ze  a n o t h e r  a d h e r e n t  

me c h a n i s m;  t h e  ga p  j u n c t i o n s  w h i c h  i n v o l ve s  Co n n e x i n  4 3  ( C x 4 3 ) .  W e  

p r e v i o u s l y  o b s e r v e d  a  d e c r e a s e  i n  Cx 4 3  e x p r e s s i o n  i n  h o l e  r e t i n a  f r o m 

D p 7 1  n u l l  m i c e  c o mp a r e d  w i t h  w i l d - t y p e  mi c e .  M o r e o v e r ,  we  o b s e r v e d  t h a t  

M GC  f r o m Dp 7 1  n u l l  m i c e  s h o we d  a  v e r y  we a k  s t a i n  a g a i n s t  C x 4 3  

c o mp a r e d  w i t h  w i l d - t y p e  mi c e .  T h e  i mm u n o f l u o r e s c e n c e s  i n  P C1 2  c l o n e s :  

P C1 2 / D p 7 1 d Δ 7 1  a n d  P C1 2 / D p 7 1 d Δ 7 1 - 7 4  s h o we d  a  d i f f e r e n t i a l  s t a i n i n g  

p a t t e r n  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  o ve r e x p r e s s e d  i s o f o r m;  d ys t r o p h i n  D p 7 1 d Δ 7 1  
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( Dp 7 1 a )  p r e s e n t  a n  e v i d e n t  c o l o c a l i za t i o n  w i t h  Cx 4 3 ;  b o t h  mo l e c u l e s  a r e  

c o n c e n t r a t e d  i n  c e l l  t o  c e l l  b i n d i n g  s i t e s  ( F i g .  2 8 ) .  

 

 

F i g u r e  2 8 . -  C o l o c a l i za t i o n  o f  D p 7 1  i s o f o r m s  w i t h  Co n n e x i n 4 3  

i n  P C1 2  c l o n e s  e x p r e s s i n g  D p 7 1  i s o f o rm s .  

I m mu n o f l u o r e s c e n c e  o f  P C 1 2 / T e t -O n  c l o n e s :  A .  P C1 2 / D p 7 1 d Δ 7 1  

a n d  B .  P C1 2 / Dp 7 1 d Δ 7 1 - 7 4 .  Co l o c a l i za t i o n  b e t we e n  Dp 7 1 d  i s o f o r m  

( g r e e n )  u s i n g  a n  a n t i -M y c  a n t i b o d y  a n d  c o n n e x i n  4 3  ( r e d )  u s i n g  

C x 4 3  Ab c a m a n t i b o d y ,  t h e  o ve r l a p  i ma g e s  a r e  o b s e r ve d  i n  r i g h t  

p a n e l s .  Dp 7 1 d Δ 7 1  c o l o c a l i ze  c l e a r l y  w i t h  C x 4 3  a t  c e l l  t o  c e l l  

b i n d i n g  s i t e s  wh e r e a s  Dp 7 1 d Δ 7 1 - 7 4  i s o f o r m d i d  n o t  c o l o c a l i ze .  

I ma g e s  o f  t h e  e q u a t o r i a l  zo n e  o f  t h e  c e l l s  w e r e  o b t a i n e d  i n  a  

c o n f o c a l  m i c r o s c o p e  o f  t h e  e q u a t o r i a l  z o n e  o f  t h e  c e l l s .  
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3 .  Ef fec t  o f  the  overexpress ion  o f  Dp71 Δ 7 1  and  Dp71 Δ 7 1 - 7 4  on  

ce l l  to  ce l l  adhes ion  in  PC12 ce l l s  

W i t h  t h e  a i m  t o  s t u d y  t h e  r o l e  o f  Dp 7 1 d  g r o u p  o n  c e l l  t o  c e l l  a d h e s i o n ,  we  

e v a l u a t e d  t h e  P C1 2 / T e t -O n  c l o n e s :  P C1 2 / Dp 7 1 d Δ 7 1  a n d  P C 1 2 / Dp 7 1 d Δ 7 1 - 7 4 .  

W e  q u a n t i f i e d  t h e  a b i l i t y  t o  f o r m a n d  ma i n t a i n  c e l l  c l u s t e r s  wh e n  e a c h  

D p 7 1 d  i s o f o r m i s  o v e r e x p r e s s e d  a s  w e l l  a s  t h e  n u mb e r  o f  c e l l s  t h a t  f o r m 

t h e s e  c l u s t e r s .  W e  o b s e r v e d  t h a t  b o t h  Dp 7 1 d  i s o f o r ms  f o r m a n d  ma i n t a i n  

mo r e  c l u s t e r s  t h a t  t h e  c o n t r o l  P C1 2 / T e t -O n  c e l l s  t r a n s f e c t e d  w i t h  t he  

e mp t y  v e c t o r .  M o r e o v e r ,  t h e  c l u s t e r s  f o r me d  f o r  D p 7 1 d  o v e r e x p r e s s e d  

c l o n e s  c o n s i s t e d  o f  3 ,  4  o r  mo r e  c e l l s  b e i n g  mo r e  n u me r o u s  t h a n  t h e  

c l u s t e r s  f o r me d  i n  t h e  c o n t r o l  c e l l s  ( F i g .  2 9 ) .   

 

 

 

F i g u r e  2 9 . -  C e l l  t o  c e l l  a d h e s i o n  q u a n t i f i c a t i o n .  
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Q u a n t i f i c a t i o n  o f  c e l l  c l u s t e r  a s  we l l  a s  t h e  n u mb e r  o f  c e l l s  

p r e s e n t  i n  e a c h  c l u s t e r  o f  c l o n e s :  P C1 2 / D p 7 1 d Δ 7 1 ,  

P C1 2 / D p 7 1 d Δ 7 1 - 7 4  a n d  P C 1 2 / e mp t y - v e c t o r .  Up p e r  p a n e l  s h o w e d  

r e p r e s e n t a t i ve  i ma g e s  o f  P C 1 2 / T e t -O n  c l o n e s ;  l o we r  p a n e l  

s h o we d  t h e  g r a p h i c  r e p r e s e n t a t i o n  o f  c e l l  a d h e s i o n  

q u a n t i f i c a t i o n .  

 

Discussion  and perspectives  

D y s t r o p h i n  D p 7 1  i s  t h e  ma i n  p r o d u c t  o f  t h e  DM D g e n e  i n  t h e  c e n t r a l  

n e r vo u s  s y s t e m ,  t h e  i mp o r t a n c e  o f  Dp 7 1  i n  t h i s  s y s t e m  h a s  b e e n  d e s c r i b e d  

i n  s e ve r a l  wo r k s  i n  a d d i t i o n  w i t h  t h e  f a c t  t h a t  t h e  l o s s  o f  f u n c t i o n  o f  t h i s  

d y s t r o p h i n  h a s  b e e n  a s s o c i a t e d  w i t h  a n  i n c r e a s e  i n  t h e  s e v e r i t y  o f  me n t a l  

r e t a r d a t i o n  wh i c h  o c c u r s  i n  p a t i e n t s  w i t h  DM D ( Da o u d  e t  a l . ,  2 0 0 9 b ;  

P e r r o n n e t  a n d  V a i l l e n d ,  2 0 1 0 ;  W a i t e  e t  a l . ,  2 0 1 2 ) .  T h e  r o l e  o f  Dp 7 1  

i s o f o r ms  i n  d i f f e r e n t  c e l l  p r o c e s s e s  a s  c e l l  a d h e s i o n  ( Ce r e c e d o  e t  a l . ,  

2 0 0 6 ;  M a r q u e z  e t  a l . ,  2 0 0 3 ) ,  c e l l  d i v i s i o n  ( H e r r e r a -S a l a za r  e t  a l . ,  2 0 1 6 ;  

V i l l a r r e a l -S i l va  e t  a l . ,  2 0 1 1 ) ,  o s mo r e gu l a t i o n  a n d  v a s c u l a r  p e r me a b i l i t y  

( F o r t  e t  a l . ,  2 0 0 8 ;  S e n e  e t  a l . ,  2 0 0 9 )   a s  w e l l  a s  i n  n e u r o n a l  d i f f e r e n t i a t i o n  

( Ac o s t a  e t  a l . ,  2 0 0 4 ;  M a r q u e z  e t  a l . ,  2 0 0 3 )  h a v e  b e e n  a l s o  i n v e s t i ga t e d ,  

h o w e ve r ,  i n  mo s t  o f  t h e  c a s e s  i t  i s  n o t  k n o wn  wh i c h  i s o f o r m o r  i s o f o r ms  

a r e  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  d i f f e r e n t  f u n c t i o n s ,  t h e  o n l y  d a t a  a v a i l a b l e  i s  t h e  

D p 7 1  i s o f o r m g r o u p  i n v o l ve d  i n  e a c h  p r o c e s s .   

R e c e n t l y ,  t h e  e x p r e s s i o n  o f  Dp 7 1 d  a n d  D p 7 1 f  i n  h u ma n  b r o n c h i a l  

e p i t h e l i u m ( HB E )  h a v e  b e e n  s h o we d  b y  T a n  e t  a l .  ( T a n  e t  a l . ,  2 0 1 7 ) ;  t h e y  

a s s o c i a t e d  a n  o v e r e x p r e s s i o n  o f  D p 7 1 d  a n d  d p 7 1 f  i n  HB E  wi t h  a n  i n c r e a s e  

i n  p r o l i f e r a t i o n  r a t e ,  i n va s i o n  a n d  mi g r a t i o n  c a p a b i l i t i e s  p r o b a b l y  d u e  t o  

a n  o v e r  a c t i va t i o n  o f  F AK -E RK  a n d  w i t h  a n  i n c r e a s e d  c y c l i n  D  e x p r e s s i o n .   

A d d i t i o n a l l y ,  i t  h a s  b e e n  r e p o r t e d  t h a t  t h e  l o s s  o f  f u n c t i o n  o f  t h e  S GC E 

g e n e  p r o d u c t  ( ε -S G )  c a u s e s  my o c l o n i c  d y s t o n i a  w h i c h  a f f e c t s  t h e  f u n c t i o n  

o f  t h e  C NS  ( As mu s  e t  a l . ,  2 0 0 2 ;  R a y mo n d  a n d  O z e l i u s ,  1 9 9 3 ) .  M o r e o ve r ,  i t  

h a s  b e e n  d e s c r i b e d  t h a t  w h e n  t w o  c e l l s  a r e  i n  c o n t a c t ,  ε -S G  i s  
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c o n c e n t r a t e d  i n  t h e s e  s i t e s  o f  i n t e r a c t i o n  b e t we e n  c e l l s   ( Ro mo -Y á ñ e z  e t  

a l . ,  2 0 0 7 ) .  T h e  a i m  o f  t h i s  s t u d y  wa s  t o  a s s i g n  o n e  s p e c i f i c  r o l e  t o  

D p 7 1 d Δ 7 1  ( Dp 7 1 a )  a n d  Dp 7 1 d Δ 7 1 - 7 4  ( Dp 7 1 c )  i s o f o r ms  i n  c e l l  t o  c e l l  

a d h e s i o n  p r o c e s s  t h r o u gh  t h e i r  p o s s i b l e  i n t e r a c t i o n  w i t h  ε -S G  a s  we l l  a s  

t h e i r  i n t e r a c t i o n  w i th  a d h e s i o n  p r o t e i n s  i n v o l ve d  i n  c e l l  t o  c e l l  c o n t a c t s .  

T h e  i d e n t i f i c a t i o n  o f  e a c h  i s o f o r m o f  Dp 7 1  i n  t h e  d i f f e r e n t  p r o c e s s es  

c a n n o t  b e  p e r f o r me d  u s i n g  a n t i b o d i e s  b e c a u s e  D p 7 1  i s o f o r m s h a r e  t h e  

e p i t o p e s  r e c o g n i ze d  b y  mo s t  o f  t h e  a v a i l a b l e  a n t i b o d i e s ,  u s i n g  a n t i b o d i e s  

w e  a r e  a b l e  t o  d e t e c t  o n l y  g r o u p s  o f  Dp 7 1  i s o f o r ms .  F o r  t h i s  r e a s o n ,  we  

d e c i d e d  t o  wo r k  w i t h  r e c o mb i n a n t  p r o t e i n s ,  D p 7 1  i s o f o r m f u s e d  t o  M y c  

e p i t o p e ,  i n  a n  i n d u c i b l e  s y s t e m ( T e t -O n  g e n e  e x p r e s s i o n  s y s t e m) .   

T h e  i mmu n o l o c a l i za t i o n  a s s a ys  p e r f o r me d  i n  t h i s  wo r k  a n d  t h e  c e l l  t o  c e l l  

q u a n t i f i c a t i o n  a p p r o a c h  s u g g e s t  t h a t  D p 7 1 d  i s o f o r ms  h a ve  a  r o l e  i n  c e l l  t o  

c e l l  a d h e s i o n  p r o c e s s e s .  N e ve r t h e l e s s ,  o n l y  Dp 7 1 Δ 7 1  c o l o c a l i z e  w i t h  Cx 4 3  

a t  c e l l  t o  c e l l  b i n d i n g  s i t e s  w h i c h  a s s o c i a t e s  Dp 7 1 Δ 7 1  w i t h  g a p  j u n c t i o n s  

b u t  n o  Dp 7 1 Δ 7 1 - 7 4 .  T h i s  i s  i mp o r t a n t  b e c a u s e  s o  f a r  t h e r e  a r e  n o  s p e c i f i c  

f u n c t i o n  r e l a t e d  t o  s p e c i f i c  Dp 7 1  i s o f o r m s .  I t  i s  p o s s i b l e  t o  t h i n k  t h a t  t h e  

p r e s e n c e  o f  t h e  e x o n  7 8  a s  we l l  a s  t h e  p r e s e n c e  o f  e x o n s  7 2 -7 4  a l l o w  t h e  

f o r ma t i o n  o f  a  Dp 7 1 d Δ 7 1  c o mp l e x  i n  wh i c h  ga p  j u n c t i o n  p r o t e i n s  s u c h  a s  

C x 4 3  i n t e r a c t .  

O n  t h e  o t h e r  h a n d ,  a s  we  o b s e r v e d  a n  i mp o r t a n t  i n c r e a s e  o f  c e l l  c l u s t e r s  i n  

t h e  c e l l s  t h a t  o v e r e x p r e s s  b o t h  i s o f o r ms ;  we  t h i n k  t h a t  Dp 7 1 d Δ 7 1 - 7 4  h a s  

a l s o  a  r o l e  i n  c e l l  t o  c e l l  a d h e s i o n .  C o mp l e x  a s s o c i a t e d  t o  t h i s  i s o f o r m 

ma y  i n t e r a c t  w i t h  a d d i t i o n a l  a d h e s i o n  mo l e c u l e s  l i k e  c a d h e r i n s ,  i n t e g r i n s ,  

e t c .     

W e  o b s e r v e d  t h a t  b o t h  Dp 7 1  i s o f o r m t e s t e d :  D p 7 1 d Δ 7 1  ( Dp 7 1 a )  a n d  

D p 7 1 d Δ 7 1 - 7 4  ( Dp 7 1 c )  c o l o c a l i ze  w i t h  ε -S G  a n d  i t  h a s  b e e n  s u g g e s t e d  t h a t  ε -

S G  h a s  a  r o l e  i n  ma i n t a i n i n g  c e l l  a d h e s i o n  ( M a r é c h a l  e t  a l . ,  2 0 0 3 ) .  

D y s t r o p h i n s  Dp 7 1 f  h a ve  b e e n  r e l a t e d  w i t h  F AK  ( f o c a l  a d h e s i o n  k i n a s e )  

( T a n  e t  a l . ,  2 0 1 7 )  a n d  h a s  b e e n  r e p o r t e d  a s  a  s t r u c t u r a l  c o mp o n e n t  o f  β 1 -

i n t e g r i n  a d h e s i o n  c o mp l e x ,  h o we v e r ,  a s  f a r  a s  we  kn o w ,  D p 7 1 d  h a s  n o t  

b e e n  d i r e c t l y  i mp l i c a t e d  i n  a d h e s i o n  p r o c e s s e s .   
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O u r  r e s u l t s  s u g g e s t  t h a t  a t  l e a s t  t h e s e  t w o  D p 7 1 d  i s o f o r ms  h a ve  a  r o l e  i n  

c e l l  a d h e s i o n  t h r o u g h o u t  a t  l e a s t  w o  d i f f e r e n t  me c h a n i s ms .  D p 7 1 d Δ 7 1  

s e e ms  t o  f o r m g a p  j u n c t i o n s  w i t h  C x 4 3  i n  P C1 2  c e l l s  a n d  t h i s  i n t e r a c t i o n  

s e e ms  t o  r e gu l a t e  ε -S G  l o c a l i za t i o n  a n d  e x p r e s s i o n  d u e  t o  t h e  f a c t  t h a t  

w h e n  mo r e  Dp 7 1  s t a i n i n g  wa s  o b s e r v e d ,  mo r e  ε -S G  w a s  d e t e c t e d .  I t  i s  

i mp o r t a n t  t o  e mp h a s i ze  t h a t  t h e s e  r e s u l t s  n e e d  t o  b e  c o n f i r me d  b y  o t h e r  

me t h o d s ,  t o  c o n f i r m  t h e  i n t e r a c t i o n s  s u g ge s t e d .  

D y s t r o p h i n  D p 7 1 d  h a s  b e e n  r e p o r t e d  a s  t h e  mo r e  a b u n d a n t  i s o f o r ms  g r o u p  

e x p r e s s e d  i n  b r a i n  ( A r a g ó n  e t  a l . ,  2 0 1 7 ) ,  p e r s i s t  i n  t h e  s t u d y  o f  t h e s e  D p 7 1  

i s o f o r ms  c o u l d  a l l o w  u s  t o  b e t t e r  u n d e r s t a n d  t h e  f u n c t i o n i n g  o f  t h e  c e n t r a l  

n e r vo u s  s y s t e m a s  we l l  a s  t h e  a l t e r a t i o n s  o b s e r ve d  i n  p a t i e n t s  w i t h  me n t a l  

r e t a r d a t i o n .   

T h e  f a c t  t h a t  Cx 4 3  i s  e x p r e s s e d  i n  r e t i n a ,  D p 7 1  n u l l  mi c e  h a s  a  s t r o n g  

C x 4 3  d o wn r e g u l a t i o n ,  Dp 7 1  n u l l  m i c e  s h o ws  a n  i n c r e a s e  i n  B RB 

p e r me a b i l i t y  a n d  D p 7 1  h a s  a  r o l e  d u r i n g  f o r ma t i o n  a n d  r e s o l u t i o n  o f  M GC 

e d e ma  ma ke s  i mp o r t a n t  t o  s t u d y  t h e  r o l e  o f  Dp 7 1 d -a s s o c i a t e d  c o mp l e x  i n  

r e t i n a  a n d  b r a i n .  

I t  i s  a l s o  i n t e r e s t i n g  t o  e v a l u a t e  t h e  f u n c t i o n  o f  t h e  D p 7 1  g r o u p s  f  a n d  e  i n  

c e l l  a d h e s i o n ;  t h e  D p 7 1  f  g r o u p  i s  t h e  mo s t  a b u n d a n t  i n  t h e  r e t i n a  a s  

me n t i o n e d  i n  t h e  f i r s t  p a r t  o f  t h i s  wo r k .  I n c r e a s i n g  k n o wl e d g e  a b o u t  t h e  

r o l e  o f  Dp 7 1  i n  c e l l  a d h e s i o n  w i l l  c o n t r i b u t e  t o  f i n d  n e w  t h e r a p e u t i c  

t a r g e t s  t o  c o n t r o l  a n d / o r  p r e ve n t  e d e ma  a n d  i t s  c o mp l i c a t i o n s .  
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Conclusions  

In  t h i s  w o r k ,  i t  i s  s u g ge s t e d ,  f o r  t h e  f i r s t  t i me ,  t h e  p a r t i c i p a t i o n  o f  t h e  

D p 7 1 d Δ 7 1  a n d  Dp 7 1 d Δ 7 1 - 7 4  i s o f o r ms  i n  t h e  i n t e r c e l l u l a r  a d h e s i o n  p r o c e s s .   

T h e  p a r t i c i p a t i o n  o f  D p 7 1 d Δ 7 1 ,  t h i s  p r o c e s s  i s  a p p a r e n t l y  me d i a t e d  b y  ga p -

t y p e  j u n c t i o n s .  

 Dp 7 1 d Δ 7 1 - 7 4  i s o f o r m a l s o  h a s  a  r o l e  i n  a d h e s i o n  p r o c e s s ,  b u t  t h i s  r o l e  

s e e mi n g l y  i s  n o t  me d i a t e d  b y  Cx 4 3 .  

T h e  o ve r e x p r e s s i o n  o f  Dp 7 1 d Δ 7 1  a n d  D p 7 1 d Δ 7 1 - 7 4  i s o f o r ms  i mp r o v e  t he  

P C1 2  a b i l i t y  t o  f o r m c e l l  c l u s t e r s .  
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dy s t ro ph in  t r a n sc r ip t  spec i f i c  t o  pe r i phe ra l  ne r ve .  N a t .  Ge n e t .  4 ,  77 –

8 1 .  

C ecca r i n i ,  M . ,  R i z zo ,  G . ,  Ro sa ,  G . ,  C he l ucc i ,  C . ,  Mac ioc e ,  P . ,  a n d  
P e t rucc i ,  T .C .  ( 19 97 ) .  A  sp l i c e  va r i an t  o f  D p71  l a ck in g  t he  s yn t ro ph in  
b i n d in g  s i t e  i s  ex pre s s e d  i n  ea r l y  s t a ge s  o f  hu man  n e ura l  de ve lo pm en t .  
B ra i n  R e s .  De v .  Bra in  R e s .  10 3 ,  77 – 82 .  

C er ec edo ,  D . ,  Mondra gó n ,  R . ,  C i sn eros ,  B . ,  Mar t ín ez -P ére z ,  F . ,  
M ar t í ne z -Ro j a s ,  D . ,  an d  Re n dó n ,  A .  (20 0 6 ) .  Ro le  o f  dy s t ro ph in s  an d  
u t r o ph i n s  in  p l a t e l e t  a dhe s io n  p roce s s .  B r .  J .  H ae ma t o l .  13 4 ,  8 3– 9 1 .  

C er na ,  J . ,  C er ece do ,  D. ,  Or te ga ,  A . ,  Gar c í a -S i e r r a ,  F . ,  C en t eno ,  F . ,  
G ar r i do ,  E . ,  M orn e t ,  D . ,  an d  C i sn er os ,  B .  (2 0 06 ) .  D ys t ro ph i n  D p7 1f  

a s soc i a t e s  w i th  t he  b e t a 1 - in t e g r i n  a dhes i on  co m pl ex  to  modu la t e  P C1 2  
c e l l  a dhe s io n .  J .  M o l .  B io l .  3 62 ,  9 54 –9 6 5 .  

C la u de p i e r r e ,  T . ,  Ro d i us ,  F . ,  F r a s so n ,  M . ,  Fon ta in e ,  V . ,  P i c a u d ,  S . ,  
D r ey f u s ,  H. ,  Mo rn e t ,  D . ,  an d  R en do n ,  A .  ( 19 9 9 ) .  D i f f e r en t i a l  
d i s t r i bu t i on  o f  dy s t r oph i ns  in  r a t  r e t i na .  I n ve s t .  O ph t ha lm o l .  V i s .  S c i .  
4 0 ,  1 52 0 –1 5 29 .  

C la u de p i e r r e ,  T . ,  M or ne t ,  D . ,  P an n ick e ,  T . ,  For s t e r ,  V . ,  D a l l oz ,  C . ,  
B o la ño s ,  F . ,  S ahe l ,  J . ,  R e i che nba ch ,  A . ,  a nd  R en don ,  A .  ( 20 0 0 ) .  
E x pr es s io n  o f  D p7 1  i n  M ül l e r  g l i a l  c e l l s :  a  co m par i so n  w i th  u t ro ph in -  
a n d  dy s t ro ph in - a s soc i a t e d  p ro t e in s .  In ve s t .  O pht ha lm o l .  V i s .  S c i .  4 1 ,  

2 9 4 –3 0 4 .  

C o t ton ,  S . ,  V ou dour i s ,  N . J . ,  an d  G re en woo d ,  K .M .  ( 20 0 1 ) .  In t e l l i g enc e  
a n d  D uc he nn e  mu sc u la r  dy s t ro phy :  f u l l - s c a l e ,  ve r ba l ,  a nd  pe r fo rma nc e  
i n t e l l i g enc e  quo t i e n t s .  D e v .  M ed .  C h i l d  Ne uro l .  4 3 ,  4 9 7– 50 1 .  

C ou t in ho ,  A .E . ,  and  C ha pma n ,  K .E .  (2 0 1 1 ) .  T h e  a n t i - i n f l a mma tor y  a n d  
i m mu no su ppre s s i ve  e f f ec t s  o f  g l ucoc or t i c o i d s ,  r ece n t  de ve l o pm en t s  

a n d  mec ha n i s t i c  i n s i g h t s .  Mo l .  Ce l l .  Endoc r i no l .  3 35 ,  2– 1 3 .  
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C ox ,  G .A . ,  S una da ,  Y . ,  Ca mpb e l l ,  K .P . ,  a nd  C ha m be r l a i n ,  J .S .  ( 19 9 4 ) .  
D p7 1  can  r e s to r e  the  dy s t ro ph in - a s soc i a t e d  g l y co pro t e in  co m pl ex  i n  

m u sc le  bu t  f a i l s  t o  p r e ve n t  dy s t r o phy .  Na t .  Ge ne t .  8 ,  3 3 3–3 3 9 .  

C ro ns t e i n ,  B .N . ,  K im m el ,  S .C . ,  L ev i n ,  R . I . ,  Ma r t in i uk ,  F . ,  an d  
W e i s sma nn ,  G .  ( 199 2 ) .  A  m ec ha n i sm fo r  t he  an t i i n f l am mat ory  e f f ec t s  
o f  c o r t i co s t e ro id s :  t he  g l uco cor t i c o i d  r e ce p to r  r e g u l a t e s  l eu ko cy t e  
a dhes io n  to  e n do t he l i a l  c e l l s  a n d  ex pre s s io n  o f  e n do t he l i a l - l eu koc y t e  
a dhes io n  mo le cu l e  1  a n d  i n t e r c e l l u l a r  a dhes io n  mo le cu l e  1 .  P roc .  Na t l .  
A ca d .  Sc i .  U .  S .  A .  8 9 ,  9 99 1 –9 9 95 .  

C u n ha - Vaz ,  J .  ( 2 0 17 ) .  T he  B loo d -Re t in a l  Ba r r i e r  i n  t he  M an ag em en t  o f  
R e t i na l  D i s ea se :  EU R ET INA  A war d  Le c t u r e .  O ph t ha lmo lo g i c a  2 37 ,  1 –

1 0 .  

D a l l oz ,  C . ,  S a r i g ,  R . ,  For t ,  P . ,  Ya f f e ,  D . ,  Bor da i s ,  A . ,  P ann ic ke ,  T . ,  
G ro sc he ,  J . ,  Mo rn e t ,  D . ,  R e i c hen bac h ,  A . ,  Sa he l ,  J . ,  e t  a l .  ( 2 00 3 ) .  
Ta rg e t e d  i nac t i va t io n  o f  d y s t r oph i n  gen e  pro duc t  D p7 1 :  phe no t y p i c  
i m pac t  i n  mo use  r e t i na .  H um .  M ol .  G en e t .  12 ,  1 54 3 –1 5 54 .  

D ao u d ,  F . ,  A ng ea r d ,  N . ,  D em er re ,  B . ,  M ar t i e ,  I . ,  Be nya ou ,  R . ,  
L e t ur cq ,  F . ,  Co s sé e ,  M. ,  D eb ur g ra ve ,  N . ,  Sa i l l ou r ,  Y . ,  T u f f e r y ,  S . ,  e t  

a l .  ( 2 00 9a ) .  A na l y s i s  o f  D p7 1  co n t r i b u t i o n  in  t he  s e ve r i t y  o f  me n ta l  
r e t a r da t io n  t h ro ug h  com pa r i son  o f  Duche n ne  an d  Bec ke r  pa t i en t s  
d i f f e r i ng  by  m uta t io n  c on sequ e nce s  on  D p7 1  ex pr e s s i on .  H u m.  Mo l .  
G e ne t .  1 8 ,  3 77 9 –3 79 4 .  

D ao u d ,  F . ,  Can de la r io - Mar t í ne z ,  A . ,  B i l l a r d ,  J . - M . ,  Av i t a l ,  A . ,  
K he l f ao u i ,  M . ,  R oze n va l d ,  Y . ,  G u ega n ,  M . ,  Mor ne t ,  D . ,  J a i l l a r d ,  D . ,  
N u de l ,  U . ,  e t  a l .  ( 20 0 9 b ) .  R o l e  o f  M en t a l  R e t a rda t io n - A s soc i a t e d  
D y s t ro ph i n - G en e  Pr oduc t  D p7 1  i n  Exc i t a to r y  S yna pse  Or ga n i za t i on ,  
S yna p t i c  P l a s t i c i t y  a n d  B ehav io ra l  Func t i on s .  PLo S  ON E 4 .  

D ec on in ck ,  A .E . ,  Ra f ae l ,  J .A . ,  Sk i nn er ,  J .A . ,  B ro wn ,  S .C . ,  Po t t e r ,  
A .C . ,  Me t z i ng e r ,  L . ,  W a t t ,  D . J . ,  D ic k so n ,  J .G . ,  T i ns l ey ,  J .M . ,  an d  
D a v ie s ,  K .E .  ( 19 9 7 ) .  U t ro ph in - dy s t ro ph i n - de f i c i en t  m ice  a s  a  mo de l  
f o r  D uc he n ne  m u scu l a r  dy s t ro phy .  C e l l  9 0 ,  7 17 – 72 7 .  

D e ryn ck ,  R .  ( 1 99 0 ) .  Tra n s fo rm in g  g r o wt h  f a c to r -α .  Mo l .  Re pro d .  D e v .  
2 7 ,  3 –9 .  

D i ab e t i c  Re t ino pa thy  C l in i c a l  Re sea r ch  N e t work ,  Bro wn in g ,  D . J . ,  
G l a s sman ,  A .R . ,  A ie l lo ,  L .P . ,  B ec k ,  R .W . ,  Br o wn ,  D .M . ,  Fo ng ,  D .S . ,  
B r e s s l e r ,  N .M . ,  Dan i s ,  R .P . ,  K i nyo u n ,  J .L . ,  e t  a l .  ( 20 0 7 ) .  R e l a t io n sh i p  

b e t we en  o p t i c a l  co he re nc e  tom og ra phy -m ea sur e d  c en t r a l  r e t i na l  
t h i c kn e s s  a n d  v i sua l  a cu i t y  in  d i ab e t i c  m acu la r  e de ma .  O ph t ha l mo lo gy  
1 1 4 ,  52 5 –5 3 6 .  
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D i ck en s ,  N . J . ,  B ea t so n ,  S . ,  an d  Po n t ing ,  C .P .  ( 2 00 2 ) .  Ca dhe r i n - l i ke  
do ma in s  i n  a l pha - dy s t r o g l y ca n ,  a l pha / ep s i lo n - s a r co g l y ca n  a n d  y ea s t  a n d  

b ac t e r i a l  p ro t e in s .  C ur r .  B io l .  C B  1 2 ,  R 1 97 - 19 9 .  

D ’S ou za ,  V .N . ,  N guy en ,  T .M . ,  M or r i s ,  G .E . ,  K a r ge s ,  W . ,  P i l l e r s ,  D .A . ,  
a n d  R ay ,  P .N .  ( 1 995 ) .  A  no ve l  dy s t ro ph i n  i so fo rm  i s  r e qu i r ed  f o r  
n or ma l  r e t i na l  e l ec t r op hys io lo gy .  Hu m .  Mo l .  G en e t .  4 ,  8 37– 8 4 2 .  

D y er ,  M .A . ,  a nd  C epk o ,  C .L .  (2 0 01 ) .  Re g u la t i ng  pro l i f e r a t io n  dur in g  
r e t i na l  de ve lo pm ent .  Na t .  R e v .  N eu ro sc i .  2 ,  3 3 3– 3 42 .  

E de lm an ,  J .L .  ( 20 10 ) .  D i f f e r en t i a t in g  in t r a ocu la r  g luc ocor t i c o i d s .  
O ph t ha lmo l .  J .  In t .  O pht a l mo l .  In t .  J .  O ph t ha lmo l .  Z .  Aug e n he i lk d .  

2 2 4  Su pp l  1 ,  25 – 30 .  

E de lm an ,  J .L . ,  L u t z ,  D . ,  a n d  Ca s t ro ,  M.R .  ( 2 00 5 ) .  Cor t i co s t e ro i d s  
i n h i b i t  VE G F - i n du ce d  va sc u l a r  l eaka g e  i n  a  r a b b i t  mo de l  o f  b loo d -
r e t i na l  a n d  b loo d - aq ue ou s  b a r r i e r  b r eak down .  Ex p .  E ye  Re s .  80 ,  24 9 –
2 5 8 .  

E l  Ma t ha r i ,  B . ,  S ene ,  A . ,  C ha r l e s -M e ssa nce ,  H . ,  Vac ca ,  O . ,  
G u i l l on ne au ,  X . ,  Gr e p i n ,  C . ,  S en n la ub ,  F . ,  Sa he l ,  J . -A . ,  Re n do n ,  A . ,  
a n d  Ta dayo n i ,  R .  (2 0 1 5 ) .  Dy s t ro ph i n  D p7 1  g en e  de le t i on  i n duc e s  

r e t i na l  va sc u l a r  i n f l a mma t i on  a nd  ca p i l l a r y  de g en era t i on .  H u m .  Mo l .  
G e ne t .  2 4 ,  3 93 9 –3 94 7 .  

Fe e ner ,  C .A . ,  Koe n i g ,  M . ,  an d  K un ke l ,  L .M.  ( 19 8 9 ) .  A l t e rn a t i ve  
sp l i c i ng  o f  huma n  dy s t ro ph in  mRN A  g en er a t e s  i so f o rm s  a t  t he  c a r boxy  
t e r mi n u s .  Na tu re  33 8 ,  5 09 – 51 1 .  

Fe l i n sk i ,  E .A . ,  Co x ,  A .E . ,  P h i l l i p s ,  B .E . ,  an d  An ton e t t i ,  D .A .  (2 0 08 ) .  
G L UC OC ORT IC OI DS  IN D UC E  TR ANS A CTIV AT I ON O F T IG HT  
J UNC TI ON G EN ES  O CC L UD IN AND  CL A UD IN -5  IN  R ET IN AL  
E N DOT H EL I AL  CE L LS  VI A  A  N OVE L  C IS -E L EM ENT .  Ex p .  Eye  
R e s .  86 ,  8 67 – 87 8 .  

Fe r r a r a ,  N . ,  Ho uc k ,  K . ,  J a ke man ,  L . ,  an d  L e un g ,  D .W .  ( 19 9 2 ) .  
M o lec u la r  an d  b i o lo g i c a l  p r oper t i e s  o f  t he  va sc u l a r  en do the l i a l  g r ow t h  

f a c to r  f am i l y  o f  p ro t e in s .  E n doc r .  R e v .  1 3 ,  1 8 –3 2 .  

Fe t t ,  J .W . ,  S t r y dom,  D. J . ,  Lo b b ,  R .R . ,  A l der ma n ,  E .M . ,  Be t hun e ,  J .L . ,  
R io rdan ,  J . F . ,  an d  Va l l e e ,  B .L .  ( 1 98 5 ) .  I so l a t io n  an d  c ha rac t e r i z a t i on  
o f  a n g i og en i n ,  an  an g io ge n i c  pr o t e i n  f ro m huma n  ca r c in om a  c e l l s .  

B i oc he m is t r y  (M o sc . )  2 4 ,  5 48 0 – 54 8 6 .  

Fo lk ma n ,  J . ,  an d  Sh i n g ,  Y .  ( 19 9 2 ) .  Ang i og en e s i s .  J .  B io l .  C hem .  26 7 ,  
1 0 9 31 – 10 9 34 .  
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For t ,  P .E . ,  Se ne ,  A . ,  Pa nn ic ke ,  T . ,  R oux ,  M . J . ,  For s t e r ,  V . ,  Mo rn e t ,  
D . ,  N u de l ,  U . ,  Ya f f e ,  D . ,  R e i che nba ch ,  A . ,  Sa he l ,  J .A . ,  e t  a l .  ( 2 00 8 ) .  

K i r 4 . 1  a n d  A QP 4 a s soc i a t e  w i th  D p7 1 -  an d  u t ro ph in - DA Ps  c om p lex e s  
i n  spec i f i c  an d  de f in e d  m ic ro doma in s  o f  M ül l e r  r e t i na l  g l i a l  c e l l  
m e mb ran e .  G l i a  56 ,  5 9 7– 6 10 .  

G i ocan t i - A ur ega n ,  A . ,  Vacca ,  O . ,  B é na r d ,  R . ,  Cao ,  S . ,  S iq ue i r o s ,  L . ,  
M on ta ñe z ,  C . ,  Paq ue s ,  M . ,  Sa he l ,  J . - A . ,  Se nn la u b ,  F . ,  G u i l lo nn ea u ,  X . ,  
e t  a l .  ( 2 0 16 ) .  A l t e re d  a s t rocy t e  m or pho lo gy  an d  va sc u l a r  de ve lo pm en t  
i n  dy s t ro ph i n - D p71 - n u l l  m ic e .  G l i a  64 ,  7 1 6– 7 29 .  

G o l dma n ,  D .  (2 0 14 ) .  M ül l e r  g l i a  c e l l  r e p ro gra mm in g  an d  r e t i na  
r e ge ner a t io n .  Na t .  R e v .  N eu ro sc i .  15 ,  4 3 1 –4 4 2 .  

G on zá l ez -Ra mí re z ,  R . ,  Mora l e s - Láz a ro ,  S .L . ,  Ta p ia -Ra mí rez ,  V . ,  
M or ne t ,  D . ,  a n d  C i sn er os ,  B .  ( 2 00 8 ) .  N uc lea r  a n d  nu c l ea r  e n ve lo pe  
l oca l i z a t io n  o f  dy s t r oph i n  D p7 1  an d  dy s t ro ph in - a s soc i a t ed  p r o t e in s  
( D A P s)  in  t he  C2 C1 2  m u sc le  ce l l s :  DA P s  n uc lea r  loca l i z a t i on  i s  
m o du la t e d  dur i ng  m yo ge ne s i s .  J .  C e l l .  B ioc hem .  1 0 5 ,  7 3 5– 7 4 5 .  

G ór eck i ,  D .C . ,  an d  B ar na r d ,  E .A .  (1 9 95 ) .  S pec i f i c  ex pr e s s i o n  o f  G -
dy s t ro ph in  ( D p71 )  in  t he  b r a i n .  N e urore por t  6 ,  8 93 – 89 6 .  

G ór eck i ,  D .C . ,  L uka s iu k ,  K . ,  S zk l a r c zyk ,  A . ,  a n d  K acz mare k ,  L .  
( 1 9 9 8 ) .  Ka i na t e - e vok e d  chan ge s  i n  dy s t r oph i n  me s se n ge r  RN A l e ve l s  i n  
t he  r a t  h i ppo cam pus .  N e uro sc i e nc e  84 ,  4 6 7– 4 77 .  

G ra dy ,  R .M . ,  Te n g ,  H . ,  N ic ho l ,  M .C . ,  C u nn i ng ha m,  J .C . ,  W i lk i n son ,  
R .S . ,  a n d  S an e s ,  J .R .  (1 9 97 ) .  Sk e l e t a l  a n d  c a r d i a c  myo pa th i e s  i n  m ice  
l a ck i ng  u t r oph i n  a nd  dy s t ro ph in :  a  mode l  fo r  D uc he nn e  m u sc u la r  
dy s t ro phy .  C e l l  9 0 ,  7 2 9 –7 3 8 .  

G re e ne ,  L .A . ,  a n d  T i sc h l e r ,  A .S .  ( 1 976 ) .  E s t a b l i shme n t  o f  a  
n ora dr e ner g i c  c lo na l  l i n e  o f  r a t  a dr e na l  pheoc hr omoc y tom a  c e l l s  wh ic h  
r e spon d  t o  ner ve  g ro w th  f a c to r .  P roc .  Na t l .  Aca d .  S c i .  U .  S .  A .  73 ,  
2 4 2 4– 2 42 8 .  

H a en gg i ,  T . ,  a n d  Fr i t s c hy ,  J . -M .  (2 0 06 ) .  Ro le  o f  dy s t ro ph in  a n d  

u t r o ph i n  fo r  a s se mb l y  a n d  f unc t i on  o f  t he  dy s t ro ph in  g l y co pr o t e i n  
co m pl ex  i n  no n - m usc le  t i s su e .  Ce l l .  Mo l .  L i f e  Sc i .  C MLS  6 3 ,  1 61 4 –
1 6 3 1 .  

H ar i z i ,  H . ,  C orc u f f ,  J . - B . ,  a n d  G ua l de ,  N .  (2 0 0 8 ) .  Arac h i do n ic - a c i d -

de r i v e d  e i co sa no id s :  ro le s  i n  b io lo gy  an d  im mu no pa t ho logy .  Tr en ds  
M o l .  Me d .  1 4 ,  4 6 1 –4 6 9 .  

H e r r e ra -Sa l a za r ,  A . ,  G arc í a -V i l l e ga s ,  R . ,  Ara gó n ,  J . ,  S ánc he z -Tr u j i l l o ,  
A . ,  C e j a ,  V . ,  Mar t ín e z - H er r e ra ,  A . ,  Me r ino - J im én e z ,  C . ,  a n d  
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M on ta ñe z ,  C .  ( 2 01 6 ) .  O ve rex pr e s s i on  o f  m u tan t  dy s t ro ph in  

D p7 1 [ IN CR E MENT ] ₇ ₈ - ₇ ₉  s t i mu la t e s  c e l l  p ro l i f e r a t io n .  Ne u ror e por t  27 ,  

6 – 1 1 .  

H o war d ,  P .L . ,  D a l l y ,  G .Y . ,  Wo n g ,  M .H . ,  H o ,  A . ,  We l eb er ,  R .G . ,  
P i l l e r s ,  D . - A .M . ,  and  Ray ,  P .N .  (1 9 98 ) .  Loc a l i z a t io n  o f  D ys t ro ph i n  
I so fo rm  D p7 1  t o  t he  In ne r  L i mi t in g  Me m bra ne  o f  the  Re t i na  S u gg e s t s  
a  U n iq ue  Fu nc t io na l  Con t r i bu t i on  o f  Dp7 1  i n  t he  R e t in a .  H u m .  Mo l .  
G e ne t .  7 ,  1 3 85 – 13 91 .  

H u g no t ,  J .P . ,  G i l g en kra n t z ,  H . ,  V inc en t ,  N . ,  Cha f ey ,  P . ,  Mo r r i s ,  G .E . ,  
M on aco ,  A .P . ,  B erwa l d -N e t t e r ,  Y . ,  Kou l ako f f ,  A . ,  Ka p la n ,  J .C . ,  a n d  
Ka hn ,  A .  ( 19 9 2 ) .  D i s t a l  t r a n sc r i p t  o f  the  dy s t ro ph in  g en e  i n i t i a t e d  

f ro m a n  a l t e r na t i v e  f i r s t  exo n  a n d  e ncod i n g  a  75 -k Da  pro te i n  w i de l y  
d i s t r i bu te d  i n  no nmu sc l e  t i s su es .  P r oc .  Na t l .  Aca d .  S c i .  U .  S .  A .  89 ,  
7 5 0 6– 7 51 0 .  

H y ne s ,  R .O .  ( 19 9 9 ) .  Ce l l  adhe s ion :  o l d  an d  n e w q ue s t ion s .  Tr en ds  
C e l l  B i o l .  9 ,  M 33 - 37 .  

K e i l ,  J .M . ,  L i u ,  X . ,  an d  A n t on e t t i ,  D .A .  ( 20 1 3 ) .  G l uco cor t i co id  
i n duc t io n  o f  occ l ud i n  ex p re s s ion  a n d  en do t he l i a l  ba r r i e r  r e qu i r e s  
t r an sc r i p t i on  f a c to r  p5 4  N ON O.  I n ves t .  O pht ha l mo l .  V i s .  S c i .  5 4 ,  
4 0 0 7– 4 01 5 .  

K laa s s en ,  I . ,  Van  No or de n ,  C . J .F . ,  a nd  Sc h l i ng em an n ,  R .O .  ( 20 1 3 ) .  
M o lec u la r  b a s i s  o f  t he  i nn er  b lo od - r e t in a l  ba r r i e r  an d  i t s  b r eak do wn i n  
d i a be t i c  m acu la r  ede ma  an d  o ther  pa t ho lo g i c a l  c on d i t io n s .  P ro g .  Re t i n .  
E y e  R e s .  3 4 ,  1 9– 4 8 .  

K l e i n ,  C . ,  L i u ,  L . ,  D o he ny ,  D . ,  Koc k ,  N . ,  M ü l l e r ,  B . ,  De  C ar v a l ho  
A g u ia r ,  P . ,  Le u ng ,  J . ,  De  L eo n ,  D . ,  Bre s sma n ,  S .B . ,  S i l ve r man ,  J . ,  e t  

a l .  ( 2 00 2 ) .  ε - s a r co g l y ca n  m uta t i on s  fo un d  in  co mb i na t io n  w i t h  o t her  
dy s t on ia  g e ne  m uta t i o ns .  An n .  N eu ro l .  5 2 ,  6 75 – 67 9 .  

K oe n i g ,  M . ,  Ho f f ma n ,  E .P . ,  B er t e l son ,  C . J . ,  M ona co ,  A .P . ,  Fe en er ,  C . ,  
a n d  K u nk e l ,  L .M .  (1 9 8 7 ) .  C om p le t e  c lo n in g  o f  t he  Duc hen n e  mu sc u la r  
dy s t ro phy  ( D M D)  cD N A a n d  pr e l i m ina r y  ge no mic  o r ga n i za t i on  o f  t he  

D M D  g en e  i n  nor ma l  an d  a f f ec t e d  i n d i v i dua l s .  Ce l l  5 0 ,  5 09 – 5 17 .  

K oe ppen  B ruc e  M,  a n d  S t a n to n  Br uc e  A  ( 2 00 8 ) .  B ern e  &  L e vy  
P hys io lo gy  (E l s e v i e r ) .  

K o f u j i ,  P . ,  a n d  Conn or s ,  N .C .  ( 2 00 3 ) .  M o lec u la r  su b s t r a t e s  o f  
po t a s s i um  spa t i a l  bu f f e r i ng  in  g l i a l  c e l l s .  Mo l .  N e uro b io l .  2 8 ,  1 95 – 20 8 .  

L e der f e in ,  D . ,  Le vy ,  Z . ,  A u g i e r ,  N . ,  Mo rn e t ,  D . ,  Mo r r i s ,  G . ,  Fuc hs ,  
O . ,  Ya f f e ,  D . ,  an d  N u de l ,  U .  (1 9 9 2 ) .  A  7 1 - k i lo da l to n  pro t e in  i s  a  
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m a j o r  p ro duc t  o f  t he  Du che nn e  mu sc u la r  dy s t ro phy  g en e  in  b ra i n  a n d  
o t her  n on mu sc l e  t i s su e s .  P roc .  Na t l .  Aca d .  Sc i .  U .  S .  A .  89 ,  5 3 46 –

5 3 5 0 .  

L i do v ,  H .G. ,  a n d  Ku n ke l ,  L .M .  ( 1 99 7 ) .  D p14 0 :  a l t e rna t i ve l y  sp l i c e d  
i so f o rm s  i n  b r a i n  an d  k i dney .  Ge nom ic s  4 5 ,  1 3 2– 1 39 .  

L on do n ,  A . ,  B en har ,  I . ,  an d  Sc hwar t z ,  M .  ( 2 01 2 ) .  The  re t i na  a s  a  
w i n do w  to  t he  b ra i n — f ro m ey e  r e sea r c h  to  CNS  d i so r de r s .  Na t .  R e v .  
N eu ro l .  9 ,  n r ne ur o l . 2 0 1 2 .2 2 7 .  

L u me ng ,  C .N . ,  Ha use r ,  M . ,  Bro wn ,  V . ,  an d  C ha mb er l a in ,  J .S .  (1 9 99 ) .  
E x pr es s io n  o f  t he  71  kD a  dy s t ro ph in  i so fo r m ( D p7 1 )  e va lua t e d  b y  ge ne  

t a r ge t i ng .  Bra in  R es .  8 30 ,  17 4 – 17 8 .  

M a ,  S . ,  K wo n ,  H . J . ,  an d  H ua n g ,  Z .  ( 2 01 2 ) .  A  Func t i ona l  Re qu i r em e n t  
f o r  A s t ro g l i a  in  P r om ot in g  B lo o d  V e s se l  De ve l opm ent  in  t he  Ea r l y  
P os tn a t a l  Br a i n .  PLO S ON E 7 ,  e 4 80 0 1 .  

M a he shwar i ,  M . ,  Bhu ta n i ,  S . ,  Da s ,  A . ,  M uk her j e e ,  R . ,  S ha r ma ,  A . ,  
K i no ,  Y . ,  Nu k ina ,  N . ,  a nd  J a na ,  N .R .  ( 2 0 1 4 ) .  Dexa me t ha so ne  in duce s  
he a t  shock  r e spon se  a n d  s lo ws  do wn  d i s ea se  pr og re s s ion  in  mou se  an d  
f l y  m o de l s  o f  H u n t in g to n ’ s  d i sea se .  H um .  Mo l .  Ge ne t .  2 3 ,  2 7 3 7 – 2 75 1 .  

M ar éc ha l ,  L . ,  Ra ux ,  G . ,  Du ma nc h i n ,  C . ,  L e f e b vre ,  G . ,  D e s l an dre ,  E . ,  
G i r a r d ,  C . ,  C am p ion ,  D . ,  Pa ra in ,  D . ,  F r e bo urg ,  T . ,  a n d  Ha nn eq u i n ,  D .  
( 2 0 0 3 ) .  S e ve r e  myoc lo nu s - dy s t on ia  s yndro me  a wsoc i c tu d  w i t h  a  no ve l  
e p s i lo n - sa r co g l y can  g en e  t r unc a t in g  m ut a t io n .  Am .  J .  M ed .  G en e t .  B  
N eu ro psyc h ia t r .  Gen e t .  11 9 B,  1 1 4– 1 17 .  

M arq ue z ,  F .G . ,  C i sn er o s ,  B . ,  Garc i a ,  F . ,  C e j a ,  V . ,  Ve l á zq ue z ,  F . ,  
D e pa r dón ,  F . ,  C er va n t e s ,  L . ,  Re n dó n ,  A . ,  M orn e t ,  D . ,  Rosa s - v a r ga s ,  
H . ,  e t  a l .  ( 2 00 3 ) .  D i f f e r e n t i a l  ex pr e s s io n  an d  su bce l l u l a r  d i s t r i bu t i on  
o f  dy s t ro ph in  Dp7 1  i so fo r m s  dur in g  d i f f e re n t i a t i on  proc e s s .  
N eu ro sc i e nce  1 1 8 ,  9 5 7 –9 6 6 .  

M o iza r d ,  M .P . ,  B i l l a r d ,  C . ,  Tou ta in ,  A . ,  Ber re t ,  F . ,  Mar mi n ,  N . ,  a n d  
M ora i ne ,  C .  (1 9 98 ) .  A re  D p7 1  a n d  D p14 0  bra in  dy s t ro ph i n  i so fo r m s  

r e l a t e d  to  c og n i t i ve  i m pa i rm en t  i n  Du che n ne  m u scu la r  dy s t ro phy ?  A m.  
J .  M e d .  Ge ne t .  8 0 ,  3 2 – 41 .  

M on aco ,  A .P . ,  Ne ve ,  R .L . ,  C o l l e t t i - Fee n er ,  C . ,  Be r t e l so n ,  C . J . ,  K ur n i t ,  
D .M . ,  a n d  K u nk e l ,  L .M .  ( 1 98 6 ) .  I so l a t io n  o f  c an d i da t e  cDN A s  fo r  

por t ion s  o f  t h e  D uche n ne  m u scu la r  dy s t ro phy  g en e .  N a t ure  32 3 ,  64 6 –
6 5 0 .  
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M u nt on i ,  F . ,  Tor e l l i ,  S . ,  an d  Fer l in i ,  A .  ( 2 00 3 ) .  Dy s t ro ph in  a n d  
m u ta t io n s :  o ne  ge ne ,  s e ve ra l  p ro te i n s ,  m u l t i p l e  phe no t y pes .  La nce t  

N eu ro l .  2 ,  7 3 1– 7 40 .  

M u raka m i ,  T . ,  F rey ,  T . ,  L i n ,  C . ,  an d  An to ne t t i ,  D .A .  (2 0 12 ) .  P ro t e in  

K i na se  Cβ  P ho sphor y l a t e s  O cc l u d in  R eg u la t i n g  T i g h t  Ju nc t i o n  
Tr a f f i c k in g  i n  V as cu l a r  E n do t he l i a l  G ro w th  Fac to r – I n du ced  
P er mea b i l i t y  I n  V i vo .  D ia b e t e s  61 ,  15 73 – 1 58 3 .  

N e hm é,  A . ,  L ob e n ho fe r ,  E .K . ,  S t a mer ,  W .D . ,  a n d  E de l man ,  J .L .  
( 2 0 0 9 ) .  G l ucoc or t i co i d s  w i t h  d i f f e r en t  c hem ica l  s t r uc t u r e s  b u t  s i m i l a r  
g l uco cor t i c o i d  r ecep t o r  po t ency  r e gu l a t e  su b se t s  o f  c om mo n an d  
u n iq ue  g e ne s  i n  hum an  t r ab ec u l a r  me shwor k  c e l l s .  B M C M e d .  

G e no mic s  2 ,  5 8 .  

N ewma n ,  E .A .  ( 1 987 ) .  D i s t r ib u t io n  o f  po t a s s i um  co n duc t an ce  i n  
m am ma l i a n  M u l l e r  ( g l i a l )  c e l l s :  a  c om par a t i ve  s t u dy .  J .  N eu ro sc i .  7 ,  
2 4 2 3– 2 43 2 .  

N ewma n ,  E .A .  ( 2 004 ) .  G l i a l  Mo du la t ion  o f  Syn ap t i c  T ran sm i s s ion  in  
t he  Re t i na .  G l i a  4 7 ,  2 6 8– 2 74 .  

N ewma n ,  E .A . ,  F ram bac h ,  D .A . ,  an d  O de t t e ,  L .L .  (1 9 84 ) .  Co n t r o l  o f  
e x t r a ce l lu l a r  po t a s s i u m l e ve l s  by  r e t in a l  g l i a l  c e l l  K+  s i phon i ng .  
Sc i enc e  2 25 ,  1 17 4 –1 1 7 5 .  

O re l l a na ,  J .A . ,  Sáez ,  P . J . ,  S ho j i ,  K .F . ,  S c ha l per ,  K .A . ,  P a l a c io s - P ra do ,  
N . ,  V e l a r de ,  V . ,  G ia um e ,  C . ,  Be nn e t t ,  M .V .L . ,  a n d  S áe z ,  J .C .  (2 0 09 ) .  
M o du la t ion  o f  b r a in  hem ic han n e l s  an d  ga p  j u nc t io n  c ha n ne l s  b y  pr o -
i n f l am mat ory  a g e n t s  an d  t he i r  po s s i b l e  ro le  in  n eu ro de g ene ra t io n .  
A n t iox i d .  R e dox  S i g na l .  1 1 ,  3 6 9– 3 99 .  

Pa n n ic ke ,  T . ,  I an d ie v ,  I . ,  W ur m,  A . ,  Uc ker ma nn ,  O . ,  vom H ag en ,  F . ,  
R e i c he nb ac h ,  A . ,  W i e de ma nn ,  P . ,  Ham m es ,  H . -P . ,  an d  Br i ng man n ,  A .  
( 2 0 0 6 ) .  D ia b e t e s  a l t e r s  o smot i c  swe l l i ng  c ha rac t e r i s t i c s  and  me m bra ne  
co n du c t a nce  o f  g l i a l  c e l l s  i n  r a t  r e t in a .  D ia be te s  5 5 ,  63 3 –6 3 9 .  

P er r e t t i ,  M . ,  a nd  Ah l u wa l i a ,  A .  ( 20 0 0 ) .  T he  m ic ro c i r cu l a t io n  an d  

i n f l am mat io n :  s i t e  o f  a c t io n  f o r  g l ucoco r t i co i d s .  Mic roc i r c .  N .  Y .  N  
1 9 9 4  7 ,  1 4 7– 1 61 .  

P er r on ne t ,  C . ,  a nd  Va i l l e n d ,  C .  ( 2 01 0 ) .  Dy s t ro ph in s ,  u t r oph i n s ,  an d  
a s soc i a t e d  s c a f fo l d in g  co mp l exe s :  ro l e  i n  ma mm al i a n  b ra in  a n d  
i m p l i c a t io n s  fo r  t he ra pe u t i c  s t r a t e g i e s .  J .  B io me d .  B io te c hn o l .  20 1 0 ,  
8 4 9 42 6 .  

P ur ve s ,  Da l e ,  A u gus t i ne ,  G . J . ,  F i t z p a t r i ck ,  D . ,  Ka t z ,  L .C . ,  La Ma nt i a ,  
A . - S . ,  McNa mara ,  J .O . ,  a n d  W i l l i a ms ,  S .M .  ( 20 0 1 ) .  N eu ros c i e nce .  
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Ra ymo n d,  D . ,  a n d  O z e l i u s ,  L .  ( 1 99 3 ) .  M yoc lo n us - Dy s t on ia .  I n  
G e ne Re v ie ws (® ) ,  M .P .  A da m,  H .H .  A r d in g e r ,  R .A .  P ago n ,  S .E .  

W a l l a c e ,  L . J .  Bea n ,  H .C .  Me f f o r d ,  K .  S t e phen s ,  A .  Am emi ya ,  a n d  N .  
L e dbe t t e r ,  e d s .  ( Sea t t l e  (W A ) :  U n i ve r s i t y  o f  Wa sh i n g to n ,  S ea t t l e ) ,  p .  

R e i c he nb ac h ,  A . ,  an d  Br in gm an n ,  A .  (2 0 1 3 ) .  N ew  f u nc t ion s  o f  M ül l e r  
c e l l s .  G l i a  6 1 ,  6 51 –6 7 8 .  

R i v i e r ,  F . ,  Ro b er t ,  A . ,  H u go n ,  G . ,  Bone t -Ke r rac he ,  A . ,  N ig ro ,  V . ,  
F e h re n t z ,  J . - A . ,  Mar t i n ez ,  J . ,  a n d  Morn e t ,  D .  ( 1 99 9 ) .  Dy s t ro ph i n  an d  
U t r o ph i n  Co mp l exed  w i t h  Di f f e r en t  A ssoc i a t e d  Pro te i n s  in  Ca r d ia c  
P ur k i n j e  F i b r e s .  H i s t oc he m .  J .  3 1 ,  4 2 5– 4 3 2 .  

R ob er t s ,  R .G . ,  Co f f e y ,  A . J . ,  Bo br o w,  M . ,  an d  B en t l e y ,  D .R .  ( 1 99 3 ) .  
E xo n  s t ru c t u r e  o f  the  huma n  dy s t ro ph in  ge ne .  G e nom ic s  16 ,  5 3 6– 5 38 .  

R omo -Yá ñe z ,  J . ,  C e j a ,  V . ,  I l a r r a z a - Lome l í ,  R . ,  C ora l - Váz qu e z ,  R . ,  
V e l á zq u ez ,  F . ,  Morn e t ,  D . ,  R en dó n ,  A . ,  a nd  Mon ta ñe z ,  C .  ( 2 0 0 7 ) .  
D p7 1a b /D A Ps  co mp l ex  co m po s i t ion  cha ng e s  dur in g  t he  d i f f e re n t i a t io n  
p ro c e s s  i n  P C 12  ce l l s .  J .  C e l l .  B ioc hem.  1 02 ,  8 2– 9 7 .  

R onac her ,  K . ,  Ha d le y ,  K . ,  A ve nan t ,  C . ,  S t u bs ru d ,  E . ,  S imon s ,  S .S . ,  
L ou w ,  A . ,  an d  Ha pg oo d ,  J .P .  (2 0 09 ) .  L i ga n d - s e l ec t i v e  t r an s ac t i va t io n  

a n d  t r a ns re pr e s s i on  v i a  t he  g luc ocor t i co i d  r ec e p to r :  r o l e  o f  co f a c to r  
i n t e r ac t io n .  Mo l .  Ce l l .  E n doc r i no l .  299 ,  2 1 9– 2 31 .  

R o t so s ,  T .G . ,  a n d  M o sc ho s ,  M .M .  ( 2 00 8 ) .  Cy s to i d  macu la r  e dema .  
C l in .  O ph t ha lmo l .  A u ck l .  N Z  2 ,  91 9 –93 0 .  

R un k le ,  E .A . ,  an d  A n to ne t t i ,  D .A .  ( 2 01 1 ) .  T he  b lo o d - r e t in a l  ba r r i e r :  
s t ruc tu re  a nd  f u nc t io na l  s i g n i f i c a n ce .  M e t ho ds  Mo l .  B io l .  C l i f t on  NJ  
6 8 6 ,  13 3 –1 4 8 .  

Sa i n t  Ma r t ín ,  A . ,  Ara gó n ,  J . ,  D e pa r don - B en í t e z ,  F . ,  Sá nche z -Tr u j i l l o ,  
A . ,  M en doza - He rnán de z ,  G . ,  C e j a ,  V . ,  a n d  Mo nta ñe z ,  C .  (2 0 1 2 ) .  
I de n t i f i c a t i on  o f  Dp7 1 e ,  a  ne w  dy s t roph i n  w i t h  a  n ove l  c a r bo xy -
t e r mi na l  e nd .  FEB S  J .  27 9 ,  66 – 77 .  

Sa r i g ,  R . ,  Me zg er -La l l e man d ,  V . ,  G i t e lm an ,  I . ,  Da v i s ,  C . ,  Fu c hs ,  O . ,  
Ya f f e ,  D . ,  a n d  N u de l ,  U .  ( 1 99 9 ) .  T a rge t ed  ina c t i va t io n  o f  D p71 ,  t he  
m a j o r  no n - mu sc l e  pr oduc t  o f  t he  DM D g en e :  d i f f e re n t i a l  a c t i v i t y  o f  t he  
D p7 1  p rom ot e r  dur i n g  de ve lo pme nt .  Hu m .  M ol .  G en e t .  8 ,  1 – 1 0 .  

Sa wa m i phak ,  S . ,  R i t t e r ,  M . ,  a n d  Ack er - Pa lm er ,  A .  ( 20 1 0 ) .  P r e pa ra t i on  

o f  r e t i na l  ex p l an t  cu l t u re s  to  s t u dy  ex  v i vo  t i p  e n do the l i a l  c e l l  
r e spon se s .  Na t .  P ro t oc .  5 ,  1 6 59 – 16 6 5 .  
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S c hä ck e ,  H . ,  Sc ho t t e l i u s ,  A . ,  Döc ke ,  W . - D . ,  S t r e h l k e ,  P . ,  J a r oc h ,  S . ,  
S c hme e s ,  N . ,  Re hw in k e l ,  H . ,  He nn ek e s ,  H . ,  an d  A sa du l l a h ,  K .  ( 2 00 4 ) .  

D i s so c i a t ion  o f  t r a ns ac t i va t ion  f rom  t r an s re pr e s s i on  b y  a  se l ec t i v e  
g l uco cor t i c o i d  r ecep t o r  a go n i s t  l e a d s  to  se pa ra t io n  o f  t he ra peu t i c  
e f f ec t s  f ro m s ide  e f f ec t s .  P r oc .  Na t l .  Aca d .  Sc i .  U .  S .  A .  10 1 ,  2 27 – 23 2 .  

S en e ,  A . ,  Ta dayo n i ,  R . ,  Pa nn ick e ,  T . ,  W u rm,  A . ,  E l  Ma t ha r i ,  B . ,  
B e na r d ,  R . ,  R oux ,  M . J . ,  Ya f f e ,  D . ,  M or ne t ,  D . ,  R e i c he n bac h ,  A . ,  e t  a l .  
( 2 0 0 9 ) .  Fu nc t i ona l  i m p l i c a t io n  o f  D p71  in  o smor eg u la t ion  a n d  va sc u l a r  
pe rm ea b i l i t y  o f  t he  r e t i na .  P lo S  On e  4 ,  e 73 2 9 .  

S iq ue i r o s - Marq ue z ,  L . ,  Bé na r d ,  R . ,  Vacca ,  O . ,  C ha r l e s - Me s sa nc e ,  H . ,  
B o la ño s - J i me ne z ,  R . ,  G u i l l on eau ,  X . ,  Se n n l au b ,  F . ,  Mo nt añ e z ,  C . ,  

Sa he l ,  J .A . ,  R en don ,  A . ,  e t  a l .  ( 20 1 7 ) .  P ro t ec t io n  o f  G l i a l  M ü l l e r  Ce l l s  
b y  D exa me tha so n e  i n  a  Mo u se  Mo de l  o f  S ur g i c a l l y  In duce d  B l oo d -
R e t i na l  Ba r r i e r  B rea k do wn .  I n ve s t .  Oph t ha l mo l .  V i s .  S c i .  5 8 ,  8 76 – 88 6 .  

S penc e ,  H . J . ,  C he n ,  Y . - J . ,  an d  W in der ,  S . J .  ( 2 00 2 ) .  M u scu l a r  
dy s t ro ph ie s ,  t he  c y to ske le to n  a n d  c e l l  a dhes io n .  B io E s say s  N e ws  R e v .  
M o l .  Ce l l .  De v .  B io l .  24 ,  5 42 – 55 2 .  

S t a h l ,  J .H . ,  Mi l l e r ,  D .B . ,  Con wa y ,  B .P . ,  a nd  C am poc h ia r o ,  P .A .  

( 1 9 8 7 ) .  Dexa me t ha so ne  a n d  in do m et hac in  a t t en ua t e  c r yo pe xy .  Gra e fe s  
A rc h .  C l i n .  Ex p .  Oph t ha l mo l .  22 5 ,  4 18 – 4 20 .  

S t an dr i ng ,  Su sa n ,  Bo r l ey  Ne i l  R ,  Co l l in s  Pa t r i c i a ,  Cr o s s ma n  A la n  R ,  
G a t zo u l i s  M ic ha e l  A ,  Hea l y  J e re m ia h  C ,  J o hn so n  Da v i d ,  M a ha de va n  
V i shy ,  N ewe l l  R i c ha r d  L M,  a nd  Wi g ley  Ca ro l i n e  ( 20 0 8 ) .  G ray ’ s  

a na t omy   :  t he  an a tom ica l  b a s i s  o f  c l i n i c a l  p r ac t i c e  -  N L M C a ta lo g  -  
NC B I  (N e w Y ork :  E l s e v i e r  L i mi t e d , ) .  

S un ,  L . ,  C ha ng ,  J . ,  K i r c hho f f ,  S .R . ,  and  Kn ow l ton ,  A .A .  (2 0 0 0 ) .  
A c t i va t i on  o f  HS F an d  se l ec t i ve  inc rea se  in  he a t - shock  pro t e in s  b y  
a c u t e  dexa me t ha son e  t r ea tm en t .  Am .  J .  P hy s io l .  He a r t  C i r c .  P hy s io l .  
2 7 8 ,  H1 0 91 - 10 9 7 .  

S u zu k i ,  A . ,  Yo sh i da ,  M. ,  Y ama mot o ,  H. ,  an d  O za wa ,  E .  ( 1 9 9 2 ) .  

G l yco pro te i n - b in d in g  s i t e  o f  dy s t ro ph in  i s  c on f i ne d  to  t he  c y s t e i n e - r i c h  

do ma in  an d  t he  f i r s t  ha l f  o f  t he  c a r boxy - t e r mi na l  doma in .  FE B S  Le t t .  
3 0 8 ,  15 4 –1 6 0 .  

S u zu k i ,  A . ,  Yo sh i da ,  M. ,  Ha ya sh i ,  K . ,  M i z un o ,  Y . ,  Ha g i wa ra ,  Y . ,  a n d  
O za wa ,  E .  ( 1 99 4 ) .  M o lec u la r  o r ga n i za t i o n  a t  t he  g l y c o pro te i n - com p le x -
b i n d in g  s i t e  o f  dy s t r oph i n .  T hr ee  dy s t ro ph in - a s soc i a t e d  p ro te i n s  b i n d  
d i r e c t l y  t o  t he  c a rbox y - t e rm ina l  por t i on  o f  d y s t ro ph in .  Eur .  J .  
B i oc he m .  2 20 ,  28 3– 2 9 2 .  
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S za bó ,  A . ,  J anc s ik ,  V . ,  Mor ne t ,  D . ,  a nd  Ká lmá n ,  M .  (2 0 04 ) .  
I mm u nof l uor e sce nce  ma pp i ng  o f  dy s t ro ph in  in  t he  r a t  b r a i n :  a s t r ocy t e s  

co n t a i n  t he  sp l i c e  va r i a n t  Dp7 1f ,  b u t  th i s  i s  co n f i ne d  to  
su b po pu la t io n s .  A na t .  Em br yo l .  ( Be r l . )  2 0 8 ,  4 63 – 47 7 .  

Ta da yo n i ,  R . ,  R en do n ,  A . ,  S o r i a - J a s so ,  L .E . ,  an d  C i sn ero s ,  B .  ( 20 1 2 ) .  
D y s t ro ph i n  D p71 :  the  sma l l e s t  b u t  m u l t i f u nc t io na l  p ro duc t  o f  t he  
D uc he nn e  mu sc u la r  dy s t r ophy  ge ne .  Mo l .  N e uro b io l .  45 ,  4 3 – 60 .  

Ta m ura ,  H . ,  M iya mo to ,  K . ,  K i r y u ,  J . ,  M i ya ha ra ,  S . ,  Ka t su t a ,  H . ,  
H i ro se ,  F . ,  Mu sa sh i ,  K . ,  a n d  Yo sh im ura ,  N .  ( 2 00 5 ) .  In t r a v i t r ea l  
i n j e c t io n  o f  c o r t i co s t e ro i d  a t t e nu a t e s  l e u ko s t a s i s  an d  v a s cu l a r  l eaka g e  
i n  ex per im e n ta l  d i ab e t i c  r e t i na .  In ve s t .  O pht ha l mo l .  V i s .  S c i .  4 6 ,  

1 4 4 0– 1 44 4 .  

Ta n ,  J . ,  Ta n ,  S . ,  Z he n g ,  H . ,  L i u ,  M . ,  Che n ,  G . ,  Z ha ng ,  H . ,  Wa ng ,  K . ,  
Ta n ,  S . ,  Z hou ,  J . ,  an d  X iao ,  X .  ( 20 1 5 ) .  H S F1  f un c t ion s  a s  a  
t r an sc r i p t i on  r eg u l a t o r  fo r  D p7 1  ex pr e s s i on .  C e l l  S t r e s s  Cha pero ne s  
2 0 ,  3 71 – 37 9 .  

Ta n ,  S . ,  Z hao ,  S . ,  C hen ,  Z . ,  Ma ,  Q . ,  W an g ,  W . ,  C he ng ,  S . ,  We n ,  Q . ,  
Ta n ,  S . ,  an d  Xi e ,  J .  ( 2 01 7 ) .  A l t e r e d  B io lo g i c a l  P ro pe r t i e s  i n  D p7 1  

O ver - Ex pr es s i ng  HB E  Ce l l s .  C e l l .  P hy s i o l .  B i oc he m .  4 3 ,  2 0 2 2 – 2 03 6 .  

T in s l ey ,  J .M . ,  B lake ,  D . J . ,  a n d  Da v ie s ,  K .E .  (1 9 9 3 ) .  A po -dy s t ro ph in -3 :  
a  2 . 2k b  t r an sc r i p t  f r om  t he  DM D  lo cus  en co d i n g  t he  dy s t r oph i n  
g l y co pro te i n  b in d ing  s i t e .  H um .  M ol .  G e ne t .  2 ,  5 2 1– 5 24 .  

Tr a t t l e r  W i l l i a m,  Ka i se r  P e t e r  K ,  a n d  F r i edma n  N e i l  J  ( 20 1 2 ) .  Re v ie w  
o f  O pht ha lm o l og y  (E l s e v i e r  Sa u nder s ) .  

V ec ino ,  E . ,  Ro dr i gu e z ,  F .D . ,  R u za f a ,  N . ,  P er e i ro ,  X . ,  a nd  S ha rm a ,  S .C .  
( 2 0 1 6 ) .  G l i a –n e uron  in t e r ac t io n s  i n  t he  mam ma l i an  r e t ina .  P ro g .  Re t i n .  
E y e  R e s .  5 1 ,  1 –4 0 .  

V i l l a r r ea l -S i l va ,  M . ,  Su á re z -Sá nc he z ,  R . ,  Ro dr í g ue z - M uñ oz ,  R . ,  
M or ne t ,  D . ,  a n d  C i sn er os ,  B .  ( 2 01 0 ) .  D y s t ro ph i n  D p71  i s  c r i t i c a l  fo r  
s t a b i l i t y  o f  t he  D AP s  i n  t he  n uc le u s  o f  PC 1 2  c e l l s .  Ne uroc hem .  Re s .  

3 5 ,  3 66 – 37 3 .  

V i l l a r r ea l -S i l va ,  M . ,  C en te no -Cr u z ,  F . ,  S uá r e z -S ánc hez ,  R . ,  Ga r r ido ,  
E . ,  an d  C i sn ero s ,  B .  ( 2 01 1 ) .  Knoc k do wn  o f  dy s t ro ph in  D p7 1  im pa i r s  
P C1 2  ce l l s  c y c l e :  lo ca l i z a t io n  in  t he  sp in d l e  a n d  c y to k in e s i s  s t r uc t u r e s  

i m p l i e s  a  r o l e  fo r  D p7 1  i n  c e l l  d i v i s ion .  P loS  On e  6 ,  e 2 35 0 4 .  

W a i t e ,  A . ,  Bro wn ,  S .C . ,  an d  B la ke ,  D . J .  ( 2 01 2 ) .  The  dy s t ro ph in –
g l y co pro te i n  c om p le x  in  b ra in  de ve lo pm e nt  an d  d i s ea se .  Tr e nds  
N eu ro sc i .  35 ,  48 7 –4 9 6 .  



  

 
-  10 6  -  

 

W ym an n ,  M .P . ,  a nd  Sc hn e i t e r ,  R .  ( 200 8 ) .  L i p i d  s i g na l l i ng  in  d i s ea se .  
Na t .  R e v .  Mo l .  Ce l l  B io l .  9 ,  16 2 –1 7 6 .  

Ya n g ,  Y . ,  Ba i l e y ,  C . ,  L oe wen s t e in ,  A . ,  a n d  Ma s s i n ,  P .  ( 2 015 ) .  
I NTR AV ITR E AL  CO RT IC OST ER OI DS  IN  D I A BE TIC  MA C U LA R 
E D E M A .  Re t i na  P h i l a .  P a  35 ,  2 44 0 –2 44 9 .  

Ya r l a ,  N .S . ,  B i shaye e ,  A . ,  Va d lak on da ,  L . ,  C h in t a l a ,  R . ,  Du ddu ku r i ,  
G .R . ,  Re dda nn a ,  P . ,  a nd  Do w lur u ,  K .S .V .G .K .  ( 2 01 6 ) .  Pho spho l i pa se  
A 2  I so fo rm s  a s  No ve l  Ta r g e t s  fo r  P re ve n t i on  an d  Tr ea t men t  o f  
I n f l a mm ato ry  an d  O nc o l og i c  D i se a se s .  C ur r .  Dr u g  T ar ge t s  1 7 ,  1 9 40 –
1 9 6 2 .  

Z hao ,  M . ,  Bo u sq ue t ,  E . ,  Va l ama n esh ,  F . ,  Fa r man ,  N . ,  J eann y ,  J . - C . ,  
J a i s se r ,  F . ,  a n d  B e har -C o he n ,  F .F .  (2 0 11 ) .  D i f f e r en t i a l  r egu l a t io ns  o f  
A Q P4  a nd  K i r 4 . 1  by  t r i a mc in o l on e  a c e t on i de  a n d  dexam etha so ne  in  
t he  hea l t hy  a n d  in f l a me d  re t ina .  I n ve s t .  O pht ha l mo l .  V i s .  S c i .  5 2 ,  
6 3 4 0– 6 34 7 .  

Z i m pr i c h ,  A . ,  Gra bo wsk i ,  M . ,  A smu s ,  F . ,  Na uma nn ,  M . ,  B e rg ,  D . ,  
B e r t r am,  M. ,  S che id t ma nn ,  K . ,  K er n ,  P . ,  Wi nk e lma nn ,  J . ,  Mü l l e r -
M y hsok ,  B . ,  e t  a l .  ( 2 0 0 1 ) .  Mu ta t io n s  i n  t he  ge ne  e nco d in g  e p s i lo n -

s a r c og l y c an  c a u se  m yoc lo nu s - dy s t on ia  s yn dr om e .  Na t .  Gen e t .  29 ,  6 6–
6 9 .  
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Annexes   

 

T h e  wo r k  t h a t  I  d e ve l o p e d  a t  C INV E S T AV  i n  M e x i c o  a n d  a t  T h e  V i s i on  

In s t i t u t e  i n  F r a n c e  a l l o we d  me  t o  b e  a u t h o r  o f  f o u r  a r t i c l e s  a l r e a d y  

p u b l i s h e d  a n d  t w o  a r t i c l e s  t h a t  a r e  i n  p r e p a r a t i o n .  

T h e  ma i n  p a r t  o f  my  t h e s i s  wo r k  wa s  p u b l i s h e d  i n  t h e  In v e s t i ga t i v e  

O p h t h a l mo l o g y  a n d  V i s u a l  S c i e n c e  ( IOV S )  j o u r n a l  i n  w h i c h  I  a p p e a r  a s  t h e  

f i r s t  a u t h o r .  

D u r i n g  t h e  t r a i n i n g  a t  t h e  V i s i o n  In s t i t u t e ;  I  s t u d i e d  o n  t h e  f o r ma t i o n  a nd  

r e s o l u t i o n  o f  e d e ma  i n  mo u s e  r e t i n a ,  a l l o we d  my s e l f  t o  p u b l i s h  a  f i r s t  

a u t h o r  p a p e r ,  a l s o  a l l o we d  me  t o  p a r t i c i p a t e  i n  t h e  s t u d y  o f  a s t r o c y t e  

mo r p h o l o g i c a l  a l t e r a t i o n s  o b s e r ve d  i n  Dp 7 1  n u l l  mi c e  a s  w e l l  a s  t h e  

v a s c u l a r  a l t e r a t i o n s  o b s e r v e d  i n  t h e s e  mi c e .  Ad d i t i o n a l l y ,  t h e  w o r k  i n  t h e  

V i s i o n  I n s t i t u t e  u s i n g  r e t i n a l  e x p l a n t s  a s  a  mo d e l  t o  s t u d y  r e t i n a l  

d i s o r d e r s ,  a l l o we d  me  t o  c o l l a b o r a t e  w i t h  t h e  s t u d y  o n  t h e  r o l e  o f  

s u b r e t i n a l  a c c u mu l a t i o n  o f  mo n o n u c l e a r  p h a g o c y t e s  i n  t h e  i n d u c t i o n  o f  

l o s s  o f  t h e  c o n i c  s e gme n t  t h r o u gh  IL -1 β .  

D u r i n g  t h e  t r a i n i n g  a t  C INV E S T AV ,  I  s t u d i e d  t h e  p a r t i c i p a t i o n  o f  Dp 7 1  

a n d  ε -S G  i n  t h e  c e l l u l a r  i n t e r a c t i o n s  o f  P C1 2  c e l l s ,  t h i s  a r t i c l e  i s  i n  

p r e p a r a t i o n ,  o n c e  we  c o mp l e t e  t h e  l a s t  e x p e r i me n t s  i n  o r d e r  t o  p r o b e  t h e  

D p 7 1 d Δ 7 1  a n d  D p 7 1 d Δ 7 1 - 7 4  p a r t i c i p a t i o n  i n  t h e  i n t e r c e l l u l a r  P C1 2  u n i o n s .  

A s  p a r t  o f  my  ma s t e r ' s  t h e s i s ,  I  c a r r i e d  o u t  t h e  c o n s t r u c t i o n  o f  t h e  
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e x p r e s s i o n  p l a s mi d :  p T R E 2 p u r -my c / Dp 7 1 e ;  u s i n g  t h i s  p l a s mi d ,  I  

p a r t i c i p a t e d  i n  t h e  o b t a i n i n g  o f  P C 1 2  c e l l s  l i n e  t h a t  o v e r e x p r e s s  t he  

D p 7 1 e Δ 7 1  wh i c h  h a ve  b e e n  u s e d  a s  a  s t u d y  s u b j e c t  f o r  a  P h D  s t u d e n t  a t  

C IN V E S T AV  s t u d y i n g  t h e  n e u r o n a l  d i f f e r e n t i a t i o n  a n d  n e u r i t e  g r o wt h  i n  

P C1 2  c e l l s ;  t h i s  s t u d y  i s  i n  p r e p a r a t i o n  t o  p u b l i s h .  

 

 

 

List  of  f igures   

 

F i g ur e  1 . -C e l l u l a r  o r ga n i za t i on  i n  t he  r e t ina .  - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  -  10  -  

F i g ur e  2 . -  B loo d  Re t i na  Ba r r i e r  - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  -  13  -  

F i g ur e  3 . -  A s t r ocy t e s  mor pho lo gy  o f  WT  an d  Dp7 1 - n u l l  m i ce  r e t in a .  - -  -  

1 6  -  

F ig ur e  4 . -  E i co sa no id  b io syn t h es i s  f ro m  a ra ch id on i c  ac id - - - - - - - - - -  -  20  -  

F i g ur e  5 . -  S c hem a t i c  r e p re sen t a t io n  o f  D M D  g en e  an d  dy s t r oph i n  

p ro te i n .  - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  -  25  -  

F i g ur e  6 . -  S c hem a t i c  r e p re sen t a t io n  o f  D p7 1  i so fo r m s .  - - - - - - - - - - - - - - -  -  29  -  

F ig ur e  7 . -  Mo d e l  o f  Dp 71  co mpl ex  b ind in g  K i r 4 . 1  an d  A QP 4  in  r e t in a -  

3 3  -  

F i g ur e  8 . -  Le n s  su r g e r y .  - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  -  39  -  

F i g ur e  9 . -  P a r t i a l  l en s  su r g e r y  in duc es  iB R B br ea kdo wn  fo r  4 8  hour s .  -  -  

4 8  -  

F i g ur e  1 0 . -  D o wnr eg u la t i on  o f  dy s t ro ph i n  D p7 1 ,  K i r4 . 1  an d  AQ P4  

a f t e r  pa r t i a l  l en s  su r g e r y .  - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  -  50  -  

F i g ur e  1 1 . -  D o wnr eg u la t i on  o f  K i r 4 . 1  an d  AQ P4  pro te i n  ex pr e s s i on  

a f t e r  pa r t i a l  l en s  su r g e r y .  - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  -  52  -  

F i g ur e  1 2 . -  As t roc y t e s  mor pho lo gy  in  co n t ro l  a n d  24  a n d  48  ho ur s  

po s t - su r ge r y  r e t i na s .  - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  -  53  -  
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F i g ur e  1 3 . -  I n f l a mm at io n  in  WT r e t i na s  2 4  an d  4 8  hour s  po s t - su r ge r y .  -  

5 5  -  

F i g ur e  1 4 . -  D p7 1  ex pr e s s i on  a f t e r  6  a nd  1 2  h o ur s  i n  an  i n f l a mm at io n  

e n v i ro nm en t .  - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  -  56  -  

F i g ur e  1 5 . -  D exa met ha son e  pr e ve n t e d  D p7 1  downr e gu la t io n ,  b u t  d i d  

n o t  r e s to r e  per meab i l i t y  a f t e r  pa r t i a l  l e n s  su r g e r y .  - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  -  58  -  

F i g ur e  1 6 . -  D exa met ha son e  pr e ve n t e d  D p7 1 ,  K i r 4 .1 ,  a n d  A Q P A 

a l t e r a t ion s .  - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  -  60  -  

F i g ur e  1 7 . -  M GC  swe l l in g  a f t e r  hy po to n i c  so l u t io n  p lu s  B a
2 +

 an d  

hy po to n i c  so lu t ion  p l u s  B a
2 +

 a n d  D ex  in cu ba t i on .  - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  -  62  -  

F i g ur e  1 8 . -  D A Ps  mRN A  ex pr e s s i on  in  co m pl e t e  r e t ina s  i nc u ba t e d  in  

hy po to n i c  so lu t ion  p l u s  B a
2 +

 o r  in  hy po to n i c  so lu t ion  p l us  Ba
2 +

 a nd  

D ex . - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  -  63  -  

F i g ur e  1 9 . -  U t ro ph in  a n d  HS F1  mRN A ex pr e s s i on  i n  comp l e t e  r e t ina s  

i nc u ba t e d  i n  hy po to n i c  so l u t io n  p lu s  B a
2 +

 o r  i n  hy po to n i c  so l u t i on  p l u s  

B a
2 +

 an d  D ex .  - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  -  64  -  

F i g ur e  2 0 . -  E f f ec t  o f  t r e e  c o r t i co s t e ro id s :  De x ,  Tr i am  an d  F l uo  co n  

D p7 1 ,  K i r 4 .1  a nd  AQ P 4 ex pre s s io n .  - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  -  66  -  

F i g ur e  2 1 . -  E f f ec t  o f  a  l o w  a n d  h i g h  con ce n t r a t io n s  o f  t he  

co r t i co s t e r o i d s  D ex ,  Tr i a m a n d  F l uo  i n  M GC  swe l l i ng .  - - - - - - - - - - - - - - -  -  67  -  

F i g ur e  2 2 . -  E f f ec t  o f  p ro s t a g l a n d in s  and  l eu ko t r i e ne  pa t hway  in h ib i to r s  

o n  D p71 ,  K i r 4 . 1  a nd  A QP 4 ex pr e s s io n .  - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  -  69  -  

F i g ur e  2 3 . -  Co lo ca l i z a t io n  o f  D p71  i so f o r ms  w i t h  ε - S G in  P C1 2 /T e t -O n 

c e l l s  w i thou t  d i f f e re n t i a t ion .  - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  -  79  -  

F i g ur e  2 4 . -  P ea r so n  co r r e l a t io n  c oe f f i c i e n t  in  PC 1 2  ex pr e s s i n g  D p71  

i so f o rm s .  - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  -  80  -  

F i g ur e  2 5 . -  Co lo ca l i z a t io n  o f  D p71  i so f o r ms  w i t h  ε - S G in  
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Résumé 

 

P R E M IÈ RE  P A RT IE  :  A l t é r a t i o n s  m o l é c u l a i r e s  d a n s  l e s  c e l l u l e s  g l i a l e s  d e  

M ü l l e r  d e  s o u r i s  a u  c o u r s  d e  l ' œ d è me  c e l l u l a i r e  e t  a n a l y s e  d u  m é c a n i s me  

d e  t r a i t e me n t  

L a  r u p t u r e  d e  l a  b a r r i è r e  h é ma t o - r é t i n i e n n e  i n t e r n e  ( i B RB)  s e  p r o d u i t  d a n s  

d e  n o mb r e u x  t r o u b l e s  d e  l a  r é t i n e  e t  p e u t  p r o v o q u e r  u n  œd è me  r é t i n i e n  

s o u ve n t  r e s p o n s a b l e  d e  l a  p e r t e  d e  v i s i o n .  L a  d e x a me t h a s o n e  e s t  u t i l i s é  en  

c l i n i q u e  p o u r  r e s t a u r e r  l ’ i BR B .  L e  b u t  d e  c e t t e  é t u d e  é t a i t  d e  c a r a c t é r i s e r  

l ' i mp a c t  d ' u n e  r u p t u r e  d e  l ’ i B R B i n d u i t e  c h i r u r g i c a l e me n t  s u r  l e s  

c h a n g e me n t s  h o mé o s t a t i q u e s  r é t i n i e n s  d e  l a  d y s t r o p h i n e  Dp 7 1 ,  de  

l ' a q u a p o r i n e -4  ( A QP 4 )  e t  d u  c a n a l  p o t a s s i q u e  K i r 4 . 1 p r o v o q u é s  p a r  l e s  

a l t é r a t i o n s  d e  c e l l u l e s  g l i a l e s  d e  M ü l l e r .  L ' e f f e t  p r o t e c t e u r  à  d e  d o s e s  

d i f f é r e n t e s  d e  l a  d e x a me t h a s o n e ,  d e  l a  t r i a mc i n o l o n e  e t  d e  l a  f l u o c i n o l o n e  

a  é t é  é g a l e me n t  é t u d i é  d a n s  c e  mo d è l e .  P a r  a i l l e u r s ,  l e s  e x p l a n t s  r é t i n i e n s  

o n t  é t é  u t i l i s é  p o u r  é t u d i e r  l a  f o r ma t i o n  e t  l a  r é s o l u t i o n  d e  l 'œ d è me  de  

c e l l u l e s  g l i a l e s  d e  M ü l l e r  s a n s  l ' i n f l u e n c e  d e  l ' i n f l a mma t i o n  d u  c r i s t a l l i n  

a i n s i  q u e  l ’ e f f e t  d e  d i f f é r e n t e s  d o s e s  d e  g l u c o c o r t i c o ï d e s  ( d e x a me t h a s o n e ,  

t r i a mc i n o l o n e  e t  f l u o c i n o l o n e )  e t  d e s  i n h i b i t e u r s  d e  l a  vo i e  d e  l ' a c i d e  

a r a c h i d o n i q u e .  L ' e f f i c a c i t é  d e  l a  t r i a mc i n o l o n e  e t  l a  f l u o c i n o l o n e  a  é t é  

t e s t é e  e t  c o mp a r é e  à  l ’ e f f e t  d e  l a  d e x a me t h a s o n e .   

N o u s  a v o n s  o b s e r v é  q u e  l a  c h i r u r g i e  p a r t i e l l e  d u  c r i s t a l l i n  i n d u i t  u n e  

r u p t u r e  d e  l ' i B RB  e t  d e s  c h a n ge me n t s  mo l é c u l a i r e s  d a n s  l e  M GC ,  y  

c o mp r i s  u n e  d i mi n u t i o n  d e  l ’ e x p r e s s i o n  d e  l a  Dp 7 1  e t  d ’ A QP 4  e t  l a  

d é l o c a l i s a t i o n  d e  K i r 4 . 1 .  L a  d e x a me t h a s o n e  s e mb l e  p r o t é ge r  l a  r é t i n e  d e  

c e s  mo d i f i c a t i o n s  a u  n i v e a u  mo l é c u l a i r e s  p a r  l ’ a u g me n t a t i o n  d e  

l ’ e x p r e s s i o n  d u  HS F 1 .  No u s  a vo n s  é ga l e me n t  o b s e r v é  q u e  mê me  s i  l e s  t r o i s  

g l u c o c o r t i c o i d e s  é t u d i é  o n t  d e s  e f f e t s  d i f f é r e n t s  s u r  l ’ e x p r e s s i o n  d e  l a  

D p 7 1 ,  AQ P 4  e t  K i r 4  . 1  o n t  u n  e f f e t  d i f f é r e n t  s u r  l ' e x p r e s s i o n  d e  Dp 7 1 ,  

A Q P 4  e t  K i r 4 . 1  l e s  t r o i s  s o n t  c a p a b l e s  d e  p r é v e n i r  l a  f o r ma t i o n  d e  
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l ’ œd è me  d e  c e l l u l e s  d e  M ü l l e r .  No s  r é s u l t a t s  s u g g è r e n t  é ga l e me n t  q u e  l a  

f o r ma t i o n s  d 'œ d è me  s e mb l e n t  ê t r e  r é g u l é e  p a r  l a  v o i e  d e s  l e u c o t r i è n e s .   

 

S E CO N DE  P ART IE  :  R ô l e  d e  l a  Dp 7 1  e t  d e  l ’ ε - S G  d a n s  l e s  j o n c t i o n s  

i n t e r c e l l u l a i r e s  d e  c e l l u l e s  P C 1 2  

E n  p a r a l l è l e  a u x  t r a v a u x  p r é s e n t é s  d a n s  l a  p r e mi è r e  p a r t i e ,  n o u s  a vo n s  

é t u d i é  l e  r ô l e  d e s  i s o f o r me s  d u  g r o u p e  d e  l a  d y s t r o p h i n e  Dp 7 1 d  d a n s  l e s  

p r o c e s s u s  d ' a d h é s i o n  i n t e r c e l l u l a i r e  d e s  c e l l u l e s  P C 1 2  e n  c u l t u r e .  N o s  

r é s u l t a t s  s u g g è r e n t  l ’ e x i s t e n c e  d ’ a u  mo i n s  d e u x  mé c a n i s me s  d i f f é r e n t s  

s e r a i e n t  i mp l i q u é s  d a n s  l ' a d h é s i o n  i n t e r c e l l u l a i r e  a s s o c i é e  à  l a  Dp 7 1 ,  l ' u n e  

i mp l i q u a n t  D p 7 1 d Δ 7 1  e t  l e s  j o n c t i o n s  l a c u n a i r e s  ( Cx 4 3 ) .  

Abstract  

 

F IR S T  P ART :  M o l e c u l a r  a l t e r a t i o n s  i n  t h e  mo u s e  M ü l l e r  g l i a l  c e l l s  (M G C )  

d u r i n g  c e l l u l a r  e d e m a  a n d  t h e  a n a l y s i s  o f  t h e  a c t i o n  me c h a n i s m  o f  t he  

t r e a t m e n t .  

 

T h e  i n t e r n a l  b l o o d - r e t i n a l  b a r r i e r  ( i BR B)  b r e a k d o wn  o c c u r s  i n  ma n y  

r e t i n a l  d i s e a s e s  a n d  c a n  l e a d  t o  r e t i n a l  e d e ma ,  w h i c h  i s  o f t e n  r e s p o n s i b l e  

f o r  v i s i o n  l o s s .  De x a me t h a s o n e  i s  u s e d  i n  c l i n i c s  t o  r e s t o r e  t h e  i B RB .  T he  

p u r p o s e  o f  t h i s  s t u d y  wa s  t o  c h a r a c t e r i ze  t h e  i mp a c t  o f  a  s u r g i c a l l y  

i n d u c e d  i B RB  b r e a kd o w n ,  o n  t h e  c h a n ge s  i n  r e t i n a l  h o me o s t a s i s  c a u s e d  b y  

a l t e r a t i o n s  i n  t h e  e x p r e s s i o n  a n d  l o c a l i za t i o n  o f  d ys t r o p h i n  D p 7 1 ,  

a q u a p o r i n -4  ( A QP 4 )  a n d  t h e  p o t a s s i u m c h a n n e l  K i r 4 . 1  i n  M GC .  W e  a l s o  

i n v e s t i ga t e d  t h e  u s e  o f  d e x a me t h a s o n e  a s  t r e a t me n t  i n  t h i s  mo d e l .  I n  

a d d i t i o n ,  r e t i n a l  e x p l a n t s  w e r e  u s e d  t o  s t u d y  t h e  f o r ma t i o n  a n d  r e s o l u t i on  

o f  M GC  e d e ma  wi t h o u t  t h e  i n f l u e n c e  o f  l e n s  i n f l a mma t i o n ,  i n  t h i s  mo d e l ,  

w e  a n a l y z e d  t h e  p r o t e c t i ve  e f f e c t  o f  d i f f e r e n t  d o s e s  o f  g l u c o c o r t i c o i d s  

( d e x a me t h a s o n e ,  t r i a mc i n o l o n e  a n d  f l u o c i n o l o n e )  a s  we l l  a s  t h e  e f f e c t  o f  

a r a c h i d o n i c  a c i d  p a t h wa y  i n h i b i t o r s  o n  t h e  e d e ma  f o r ma t i o n .  T h e  e f f i c a c y  

o f  t r i a mc i n o l o n e  a n d  f l u o c i n o l o n e  w a s  t e s t e d  a n d  c o mp a r e d  w i t h  

d e x a me t h a s o n e  e f f e c t .  

T h e  r e s u l t s  s h o w  t h a t  p a r t i a l  l e n s  s u r ge r y  i n d u c e s  a  i B R B  b r e a k d o wn  a n d  

mo l e c u l a r  c h a n ge s  i n  CGM ,  i n c l u d i n g  a  d e c r e a s e  i n  D p 7 1  a n d  AQ P 4 

e x p r e s s i o n ,  a s  we l l  a s  t h e  d e l o c a l i za t i o n  o f  K i r 4 . 1 .  D e x a me t h a s o n e  

a p p e a r s  t o  p r o t e c t  t h e  r e t i n a  f r o m s u c h  mo l e c u l a r  c h a n ge s  b y  i n c r e a s i n g  

H S F 1  e x p r e s s i o n .  A l s o ,  we  o b s e r v e d  t h a t ,  a l t h o u g h  t h e  t h r e e  

g l u c o c o r t i c o i d s  h a ve  d i f f e r e n t  e f f e c t s  o n  D p 7 1 ,  A QP 4  a n d  K i r 4 . 1  

e x p r e s s i o n ,  a l l  t h r e e  a r e  a b l e  t o  p r e v e n t  t h e  f o r ma t i o n  o f  M GC  e d e ma .  Ou r  
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r e s u l t s  a l s o  s u g g e s t  t h a t  e d e ma  f o r ma t i o n  s e e ms  t o  b e  me d i a t e d  b y  t h e  

l e u k o t r i e n e  p a t h wa y .  

 

S E CO N D P ART :  R o l e  o f  Dp 7 1  a n d  ε - S G  i n  t h e  i n t e r c e l l u l a r  j u n c t i o n s  o f  

P C1 2  c e l l s  

 

P a r a l l e l  t o  t h e  wo r k  p r e s e n t e d  i n  t h e  f i r s t  p a r t ,  we  s t u d i e d  t h e  r o l e  o f  t h e  

D p 7 1  i s o f o r ms  b e l o n g i n g  t o  t h e  D p 7 1 d  g r o u p  i n  t h e  i n t e r c e l l u l a r  a d h e s i o n  

p r o c e s s e s  o f  P C1 2  c e l l s  i n  c u l t u r e .  O u r  r e s u l t s  s u g ge s t  t h e  e x i s t e n c e  o f  a t  

l e a s t  t wo  d i f f e r e n t  me c h a n i s ms  i n vo l v e d  i n  t h e  i n t e r c e l l u l a r  a d h e s i o n  

a s s o c i a t e d  w i t h  Dp 7 1 ,  o n e  o f  wh i c h  i n vo l v e s  t h e  f o r ma t i o n  o f  a  Dp 7 1 d Δ 7 1  

a s s o c i a t e d  p r o t e i n  c o mp l e x  t h a t  i n c l u d e s  a  g a p  j u n c t i o n  p r o t e i n  ( C x 4 3 ) .  
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Resumen 

 

P R IM E R A P ART E :  A l t e r a c i o n e s  m o l e c u l a r e s  e n  c é l u l a s  g l i a l e s  d e  M ü l l e r  

( C GM )  d e  r a t ó n  d u r a n t e  e l  e d e ma  c e l u l a r  y  a n á l i s i s  d e l  m e c a n i s m o  d e  

a c c i ó n  d e l  t r a t a mi e n t o  

 

L a  r u p t u r a  d e  l a  b a r r e r a  h e ma t o - r e t i n i a n a  i n t e r n a  ( i BH R)  o c u r r e  e n  mu c h o s  

p a d e c i mi e n t o s  d e  l a  r e t i n a  y  p u e d e  c a u s a r  e d e ma  r e t i n i a n o ,  e s t e  e s  a  

me n u d o  r e s p o n s a b l e  d e  l a  p é r d i d a  d e  l a  v i s i ó n .  L a  d e x a me t a s o n a  e s  u s a d o  

c o mo  t r a t a mi e n t o  p a r a  e s t o s  p a d e c i mi e n t o s .  E l  p r o p ó s i t o  d e  e s t e  e s t u d i o  

f u e  c a r a c t e r i za r  e l  i mp a c t o  d e  l a  r u p t u r a  d e  l a  i B H R,  i n d u c i d a  

q u i r ú r g i c a me n t e ,  e n  l o s  c a mb i o s  e n  l a  h o me o s t a s i s  r e t i n i a n a  p r o v o c a d o s  

p o r  a l t e r a c i o n e s  e n  l a  e x p r e s i ó n  y  l o c a l i z a c i ó n  d e  l a  d i s t r o f i n a  D p 7 1 ,  

a q u a p o r i n a -4  ( A QP 4 )  y  e l  c a n a l  d e  p o t a s i o  K i r 4 . 1  e n  C GM .  T a mb i é n  

i n v e s t i ga mo s  e l  u s o  d e  d e x a me t a s o n a  c o mo  t r a t a mi e n t o  e n  e s t e  mo d e l o .  

A d e má s ,  s e  u t i l i z a r o n  e x p l a n t e s  d e  r e t i n a  p a r a  e s t u d i a r  l a  f o r ma c i ó n  y  

r e s o l u c i ó n  d e l  e d e ma  d e  CGM  s i n  l a  i n f l u e n c i a  d e  l a  i n f l a ma c i ó n  d e l  

c r i s t a l i n o ;  s e  e s t u d i ó  e l  e f e c t o  p r o t e c t o r  d e  d i f e r e n t e s  d o s i s  d e  

g l u c o c o r t i c o i d e s  ( d e x a me t a s o n a ,  t r i a mc i n o l o n a  y  f l u o c i n o l o n a )  a s í  c o mo  

i n h i b i d o r e s  d e  l a  v í a  d e l  á c i d o  a r a q u i d ó n i c o  e n  l a  f o r ma c i ó n  d e l  e d e ma .  

F i n a l me n t e ,  l a  e f i c a c i a  d e  t r i a mc i n o l o n a  y  f l u o c i n o l o n a  s e  p r o b ó  y  s e  

c o mp a r ó  c o n  e l  e f e c t o  d e  l a  d e x a me t a s o n a .  

 

L o s  r e s u l t a d o s  mu e s t r a n  q u e  l a  c i r u g í a  p a r c i a l  d e  c r i s t a l i n o  i n d u c e  l a  

r u p t u r a  d e  l a  i B HR y  l o s  c a mb i o s  mo l e c u l a r e s  e n  C G M ,  i n c l u ye n d o  u n a  

d i s mi n u c i ó n  e n  l a  e x p r e s i ó n  d e  Dp 7 1  y  A Q P 4 ,  a s í  c o mo  l a  d e s l o c a l i za c i ó n  

d e  K i r 4 . 1 .  L a  d e x a me t a s o n a  p a r e c e  p r o t e g e r  l a  r e t i n a  d e  d i c h o s  c a mb i o s  

mo l e c u l a r e s  a l  a u me n t a r  l a  e x p r e s i ó n  d e  H S F 1 .  T a mb i é n ,  o b s e r v a mo s  q u e ,  

a u n q u e  l o s  t r e s  g l u c o c o r t i c o i d e s  e s t u d i a d o s  t i e n e n  d i f e r e n t e s  e f e c t o s  s o b r e  

l a  e x p r e s i ó n  d e  Dp 7 1 ,  A QP 4  y  K i r 4 . 1 ,  l o s  t r e s  s o n  c a p a c e s  d e  p r e ve n i r  l a  

f o r ma c i ó n  d e l  e d e ma  d e  C G M .  Nu e s t r o s  r e s u l t a d o s  t a mb i é n  s u g i e r e n  q u e  l a  

f o r ma c i ó n  d e l  e d e ma  p a r e c e  e s t a r  me d i a d a  p o r  l a  v í a  d e  l e u c o t r i e n o s .  

 

S E GU N D A P ART E :  P a p e l  d e  Dp 7 1  y  ε - S G  e n  l a s  u n i o n e s  i n t e r c e l u l a r e s  d e  

c é l u l a s  P C1 2  

 

P a r a l e l a me n t e  a l  t r a b a j o  p r e s e n t a d o  e n  l a  p r i me r a  p a r t e ,  e s t u d i a mo s  e l  

p a p e l  d e  l a s  i s o f o r ma s  d e  l a  d i s t r o f i n a  Dp 7 1  d e l  g r u p o  D p 7 1 d ,  e n  l o s  

p r o c e s o s  d e  a d h e s i ó n  i n t e r c e l u l a r  d e  l a s  c é l u l a s  P C 1 2  e n  c u l t i v o .  N u e s t r o s  

r e s u l t a d o s  s u g i e r e n  l a  e x i s t e n c i a  d e  a l  me n o s  d o s  me c a n i s mo s  d i f e r e n t e s  

i mp l i c a d o s  e n  l a  a d h e s i ó n  i n t e r c e l u l a r  a s o c i a d a  c o n  D p 7 1 ,  u n o  d e  l o s  

c u a l e s  i mp l i c a  l a  f o r ma c i ó n  d e  u n  c o mp l e j o  d e  p r o t e í n a s  a s o c i a d a s  a  

D p 7 1 d Δ 7 1  y  p r o t e í n a s  d e  l a s  u n i o n e s  t i p o  g a p  ( Cx 4 3 ) .  


