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RESUMEN

El calcio (Ca*?) es una sefial intracelular responsable de controlar numerosos procesos
celulares, estas sefales de calcio dependen del espacio y tiempo donde tienen lugar. Para
medir el Ca*? existen indicadores (reporteros), entre los cuales destacan los indicadores

fluorescentes denominados sensores codificados genéticamente (GES).

Si bien, existen numerosos estudios donde se utilizan sensores de calcio GES, todos ellos
solo asocian los cambios en la fluorescencia con cambios en el Ca+2, sin tomar en cuenta

otros factores que pueden modificar la fluorescencia.

Por lo tanto, el presente trabajo propone un disefio de vector que permite distinguir entre
cambios en la fluorescencia dependientes de la concentraciéon de Ca*™ y cambios en la

fluorescencia independientes de Ca™.

Basicamente esta construccién se realiz6 mediante el uso de una secuencia autocortante
2A, la cual fue unida en el mismo marco de lectura al sensor de calcio Casel2 y a una
proteina roja fluorescente (mCherry), todo bajo un mismo promotor CBA. La construccién
se realizd haciendo cortes con enzimas de restriccidn, ligaciones y amplificaciones por
PCR. Se esperaba obtener de este sistema dos proteinas funcionales, en proporcion
constante, que permitieran relativizar ambas fluorescencias para normalizar la expresion

del sensor.

Los resultados obtenidos de digestiones con enzimas de restriccidén y secuenciaciones del
vector, confirman que todos los elementos estdn presentes (promotor, Casel2, péptido
autocortante y mCherry). Sin embargo, al transfectar células HEK293 con la construccion,
solo se obtuvo fluorescencia de mCherry; y al analizar el extracto proteinico de esta
transfeccion mediante western blot se concluye que la proteina Casel2 esta presente

pero no es fluorescente.



1. INTRODUCCION

1.1. Sefializacién por medio de Ca*?
El calcio (Ca*?) es una sefial intracelular responsable de controlar numerosos procesos
celulares. Es importante incluso desde que inicia la vida, ya que esta implicado en
procesos como: fertilizacion, formacion de los patrones de desarrollo, diferenciacién
celular, proliferacion celular, activacion de factores transcripcionales, e incluso tiene una

funcién muy importante durante la muerte celular [1-3].

La sefalizacién por Ca™, actia mediante aumentos en la concentracién del calcio
citoplasmético (mecanismo de encendido). En reposo, la concentracion de Ca* oscila en
100 nM, y al activarse esta seial, el aumento puede llegar hasta 1000 nM. Para alcanzar

tal aumento, la célula utiliza Ca* ya sea del exterior o del interior de la célula [1, 4].

1.1.1. Mecanismos de homeostasis del i6n Ca*? en el interior de la célula
El calcio es almacenado dentro de la célula en las pozas de Ca**: RE (reticulo
endoplasmatico) o su organelo equivalente en las células musculares RS (reticulo
sarcoplasmatico). La liberacion de calcio de estas pozas internas es controlada por varios
canales, entre los mas importantes y estudiados estan: InsP3R (receptor inositol-1,4,5-
trifosfato) y la familia de los RYRs (receptores de rianodina) (Figura 1). El principal
activador de estos canales es el calcio [1, 3], aunque otros componentes también pueden
modularlos como por ejemplo: InsP3, diacilglicerol, rianodina, la fosforilaciéon, pH, entre

otros [4].

Sin embargo, no solo el RE y RS se consideran las Unicas pozas de calcio intracelular. En
afos recientes ha aumentado la evidencia que sugiere que los organelos acidos
(endosomas, lisosomas, vesiculas secretoras) juegan un papel importante en la regulacién
del calcio, siendo el 4cido nicotinico adenina dinucledtido fosfato (NAADP) el causante de

la movilizacién del Ca™ en estas pozas [5]. Se piensa que el mecanismo para la



senalizacion por medio de estas pozas, se realiza cuando una pequefia cantidad de Ca*es
liberada de las pozas dacidas en respuesta a NAADP y esta sefial es subsecuentemente
amplificada via el RE o RS en una ola global de Ca*%. La evidencia ademds sugiere que son
los canales de dos poros (TCPs) que se encuentran en estas pozas (siendo que son
receptores muy parecidos a los canales dependientes de voltaje) los que actdan en el

proceso de liberacion de Ca*? en los organelos acidos [6].

Colcium-binding (@SS
chaperone ——
Ca?* stores

Endoplasmic reticulum Mitochondrion

| Neur

Figura 1. La concentracion de calcio esta altamente regulada por diferentes mecanismos. La concentracion de calcio
intracelular aumenta, ya sea por la entrada de Ca* del medio extracelular por los canales: dependientes de voltaje (1),
dependientes de ligando (2), activados mecanicamente o en respuesta a pozas intracelulares vacias (3); o bien, por la
salida de Ca* de las pozas intracelulares por los canales RyRs (4) e InsPsRs (5). Para contrarrestar este aumento, la
bomba ATPasa de calcio (PMCA) (6), el intercambiador Na+/Ca+2 (NCX) (7) y la bomba la ATPasa del reticulo
sarco/endoplasmatico (SERCA) (8) trabajan rapidamente para restablecer los niveles normales de calcio.
Adicionalmente, la mitocondria contiene canales uniportadores (9), intercambiadores de Na+/Ca+2 (11), el poro
mitocondrial de transicién (MPT pore) (12) y una ATPasa (MMCA) (10) que sirven para regular las concentraciones de

calcio en el citoplasma (Tomado y modificado de [7]).
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Por otro lado, el Ca™ entra del exterior mediante diferentes tipos de canales localizados
en la membrana celular, los cuales se clasifican dependiendo del factor que los active. Los
canales mas estudiados son: 1) los dependientes de voltaje (VOCs, voltaje-operated
channels), los cuales se activan por la despolarizacién de la membrana; 2) los canales
dependientes de receptor (ROCs, receptor operated channels), los cuales se abren en
respuesta a un estimulo externo, como glutamato, ATP o acetilcolina; 3) los canales
dependientes de las pozas internas (SOCs, store operated channels), los cuales se activan
cuando estas pozas se vacian [1, 3]; 4) los canales activados mecanicamente, los cuales
estan presentes en muchos tipos celulares y responden a deformaciones celulares (Figura

1) [4].

El Ca*? liberado de las pozas solo se encuentra disponible por un breve tiempo para actuar
como sefal, ya que inmediatamente es secuestrado y transportado fuera del espacio
citoplasmatico [8], lo que se denomina como mecanismo de apagado, y es importante por
que detiene la sefial dada por el calcio y ademas evita que los fosfatos sean precipitados
por el ién [2]. El mecanismo de apagado bdsicamente funciona mediante la remocién
rapida de Ca*? del citosol por medio de varias bombas e intercambiadores. Para enviar
Ca*? al exterior, se utiliza la bomba ATPasa de calcio (PMCA, plasma membrane Ca®"
ATPasa) y el intercambiador Na*/Ca*?, ambos situados en la membrana. Para recaptar el

Ca*? hacia las pozas se utiliza la ATPasa del reticulo sarco-endoplasmatico (SERCA, sarco-

endoplasmatic reticulum ATPasa) (Figura 1) [1, 4].

Un elemento importante para los mecanismos de encendido y apagado, es la mitocondria.
Este organelo tiene una enorme capacidad de acumular Ca*’ [2]. Al parecer, la
mitocondria secuestra rapidamente el Ca*? producido durante el desarrollo de una sefial y
luego, lo libera lentamente durante la fase de recuperacién [4]. La mitocondria es capaz
de secuestrar Ca*? a través de uniportadores impulsados por el potencial de su membrana
y ATPasas de membrana mitocondriales (MMCA, mitochondrial membrane Ca2+ ATPase);
mientras que libera Ca*® por medio de intercambiadores H*/Ca*?, Na*/Ca*?, y por el poro

mitocondrial de transicion (MPT) [3, 7] (Figura 1).
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1.1.2. Tipos de seiales de calcio
La sefalizacion por calcio esta dada generalmente por aumentos transitorios de Ca™,
donde es importante la amplitud de estas oscilaciones, aunque en algunos casos también
puede ser importante la duracién o la localizacién del Ca*’. Un ejemplo interesante se
encuentra en las células del musculo liso, ya que en ellas, el Ca™ es capaz de controlar dos
mecanismos contrarios: la relajacién y la contraccion. Estas respuestas son debido a que
los pulsos localizados de Ca*? cerca de la membrana causan relajacién; mientras que la
contraccion resulta del aumento global del Ca*? intracelular, lo cual ocurre cuando una

gran proporcion de canales libera el Ca* en sincronia [9, 10].

Concentraciones elevadas de este idn serian tdxicas para la célula, razén por la cual se
presentan de una manera pulsativa y transitoria. Aunado al hecho de que estas sefiales,
en contraste con un cambio global de Ca*?, tienen una accion rapida a un costo energético
relativamente bajo [4]. A lo largo de los afios se han encontrado diferentes tipos de

sefiales de acuerdo al espacio y tiempo que son (Figura 2):

1) blips o quarks (Figura 2b), representan la actividad de un solo InsPsR o RyR,
respectivamente, y ocurre espontaneamente o después de una estimulacién muy baja; 2)
puffs y sparks (Figura 2c), los cuales son eventos un poco mas largos que los anteriores,
consecuencia de la activacion coordinada de conjuntos de InsP3sRs o RyRs,
respectivamente; 3) olas de calcio intracelulares (Figura 2d), donde los aumentos de
calcio recorren las células completas, debido a que un grupo de canales de InsPsRs o RyRs
liberara calcio generando que el idn active receptores de calcio vecinos; 4) olas de calcio
intercelulares (Figura 2e), estas se producen cuando las células estdn conectadas por
uniones tipo gap; mediante ellas, las olas de calcio intracelular pueden viajar para

esparcirse a células vecinas [1, 3].
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Figura 2. Diferentes tipos de seiiales de ca®” proveniente de las pozas

InsP3R/RYR j Gap junction
VOG- COUG D000 RN 000G SO0y L 0S99 intracelulares. a) Distribucion de los InsP3R o RYRs en la superficie del
ER/SR
b RE/RS, b) blips y quarks, c)puffs y sparks, d) olas de Ca intracelulares, e)
 Blip/Quark olas de Ca* intercelulares. (Tomado de [1]).

Las neuronas representan un ejemplo donde las

2 QOO0 QOO0 OO0

sefiales espacio-temporales del Ca** son importantes,

ya que aumentos locales del ién controlan la liberacion

w000 de neurotransmisores en las terminales pre-sinapticas
[10]; ademds, estas senales locales también estan

implicadas en el crecimiento de los conos axonales

[11].

Otro ejemplo de este tipo de sefiales espacio-temporales se encuentra en la zona
ventricular neocortical. En esta zona se describieron 3 tipos de patrones de Ca™. El primer
patrén se encontrd en células aisladas, donde fluctuaciones de Ca™ ocurrian en una sola
célula (Figura 3a y 3b) con un promedio de duracién de 37.1 segundos, ocurriendo en el
82.5% de las células. El segundo patrén se encontrd en células pares adyacentes (Figura 3c
y 3d), entre las cuales se hallaron fluctuaciones sincrénicas de Ca*?, con una duracion
aproximada de 36.7 segundos. Al parecer, este evento ocurre cuando las células estan en
la fase de mitosis compartiendo el citoplasma. Finalmente, el tercer patrén se encontrd
en grupos de células, en las cuales hay fluctuaciones coordinadas de Ca*? (Figura 3e y 3f),
este evento inicia con el aumento de Ca™ de una o dos células y se esparce a las células
vecinas a ~8um/s. Aunque es infrecuente este tercer patrén, al parecer el Ca*? se difunde

a través de las uniones gap [12].
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coordinadasde Ca*2en
gruposdeceulas

sincrénicasde Ca*2en
células pares.

de unasola célula

Fluctuaciones de Ca*2 ‘ Fluctuaciones ‘ Fluctuaciones

4 140
100
Time (sec)
]

Time (sec)

Figura 3. Fluctuaciones de Ca'? de una sola célula (a y b): a) una célula antes, durante y después de un aumento
espontaneo de Ca”, b) grafica de oscilaciones de calcio de 4 células por separado. Fluctuaciones sincrénicas de ca”en
células pares adyacentes (c y d): c) visualizacién de dos células adyacentes antes, durante y después del aumento
sincrénico de Ca™, d) grafica tridimensional de 3 pares de células adyacentes: antes, durante y después de la
sincronizacion de calcio en dos células (las flechas indican tal evento de sincronizacion). Fluctuaciones coordinadas de
ca”en grupos de células (e y f): e) imagen donde se muestra una célula (marcada con una flecha), la cual inicia esta
coordinacion con las células que la rodean (las imagenes se tomaron cada 4 segundos), al final, regresan a su estado
basal, f) grafica del cambio en la concentracién de Ca" de cada una de las células implicadas en este proceso de

coordinacion grupal (Tomado y modificado de [12]).

Es relevante mencionar como estas sefiales de Ca* se traducen en respuestas celulares.
Basicamente, las oscilaciones de Ca*™ son descifradas por proteinas de unién a Ca*?, que
convierten las sefiales en una variedad de cambios bioquimicos y celulares [10]. Estas
proteinas funcionan en general, de dos maneras: 1) ya sea como transportadoras o buffers
de Ca+2, donde traducen estas sefiales en cambios bioquimicos o 2) uniéndose al Ca+2, lo
gue permite un cambio conformacional en ellas, que regula directamente algin proceso
[8]. Entre algunos ejemplos estan las proteinas: paravalbumina, troponina C, calmodulina

(CaM), proteina cinasa C, calcineurina B, a-Actinina, entre muchas otras [2].

14



Figura 4. Cambios conformacionales de CaM: a) Conformaciéon de la
. 2 .y . 2

estructura libre de Ca“*; b) conformacién de la estructura unida a Ca*". La

union a calcio, produce cambios en las hélices de sus dominios, resultando

en la exposicidn de sus residuos hidrofobicos (Tomado de [8]).

CaM es uno de los ejemplos mas estudiados. Esta proteina es expresada en todas las
células eucariotas donde participa en eventos como crecimiento, proliferacién y
movimiento. La proteina CaM esta conformada por cuatro manos E-F; las primeras dos
manos E-F se combinan para formar un dominio globular N-terminal, que estd separado
por un pequefio linker flexible del dominio globular C-terminal, el cual consiste de las
manos E-F 3y 4 (Figura 4a); siendo mas afin al Ca* el par C-terminal que el par N-terminal.
En la ausencia de Ca*?, el extremo N-terminal adopta una conformacién “cerrada”, en la
cual las hélices son comprimidas, mientras que el extremo C-terminal adopta una
conformacidon “semi-abierta”, donde estan expuestos al solvente sus grupos hidrofébicos,
lo que permite al extremo C-terminal interactuar a niveles basales de Ca*? con proteinas
blanco. En unién al Ca** estos dominios cambian dramaticamente a una conformacion
mas “abierta” (Figura 4b), lo que resulta en la exposicion de sus grupos hidrofébicos,
aumentando la afinidad con otras proteinas efectoras. Entre las proteinas con las que se
une CaM sobresalen las adenilil ciclasas dependientes de CaM, fosfodiesterasas, proteinas

cinasas, calcineurinas, entre otras. [8].

Para medir oscilaciones en el Ca*?, existen indicadores (reporteros o sensores), que son
moléculas que forman complejos selectivos y reversibles con este idn, y permiten dar una

aproximacion relativa de su concentracion [13].

1.2. Medicién de Ca*? intracelular
En la actualidad, existen basicamente tres tipos de indicadores para medir el calcio. Los

indicadores quimicos fluorescentes, los indicadores bioluminiscentes y los sensores

15



genéticamente codificados [14]. Estos indicadores pueden ser radiométricos o no.
Cuando son radiométricos, el espectro de excitacion (o emisidn) cambia de acuerdo a la
concentracion de Ca* libre. En los compuestos no radiométricos, la concentracion de Ca®

es determinada por la intensidad de la fluorescencia [13].

1.2.1. Indicadores quimicos fluorescentes
Existe una gran variedad de indicadores quimicos fluorescentes para medir Ca*?, entre los
gue resaltan por sus cualidades: Indo 1, Fura 2, Bis-fura 2, Fluo 3, Oregon Green, Rhod 2
[14]. Dentro de las ventajas que tienen estos indicadores quimicos fluorescentes sobre los
indicadores bioluminiscentes o los sensores genéticamente codificados, es que estas
moléculas son mucho mas pequefas, presentan un rango dindmico® amplio, mayor
sensibilidad, una cinética de respuesta rdpida y no requieren ser transferidos
genéticamente (lo cual es una ventaja cuando se utilizan lineas celulares dificiles de

transfectar) [14, 15].

Sin embargo, también presentan grandes desventajas: 1) tendencia a precipitar en las
células, 2) tendencia a salir de las células, en parte por los transportadores anidnicos,
aunque esto se puede suprimir un poco mediante sulfinpirazona o disminuyendo la
temperatura, 3) los indicadores tienden a ser atrapados en los organelos intracelulares y
por lo tanto no existe una distribucion homogénea en el citosol, 4) estos compuestos
guimicos son en ocasiones dificiles de introducir a las células, 5) no pueden ser localizados
en tipos celulares u organelos especificos, 6) suelen tener cierta citoxicidad, 7) tienen
niveles altos de fotoblanqueoz, ya que la iluminacidn excesiva causa una disminucion en la
sefial, 8) tienden a unirse a otros iones y proteinas [14]. Debido a todo esto, el uso de
estos sensores quimicos se restringen a un pequefio nimero de eventos fisioldgicos [14,

16]. En algunos casos, estos indicadores quimicos serian inservibles, por ejemplo en

1 . s . . . . ~ e ~ s .
Rango dinamico, se define como la diferencia entre la sefial minima y la sefial maxima de fluorescencia.

2 Fotoblanqueo, es un término genérico para referirse a todos los procesos que causan que la sefial de
fluorescencia se pierda permanentemente.
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experimentos de transplantes in vivo, en los cuales se desea visualizar la respuesta de una

célula especifica en un hospedero de interés [17].

1.2.2. Indicadores bioluminiscentes y fluorescentes
Entre los indicadores de fotoproteinas (bioluminiscentes) mas utilizados para medir Ca*
estdn: aequorina, obelina, mitrocomina, y cilatina. Estas fotoproteinas emiten luz visible
por medio de una reaccién intramolecular en la presencia de calcio y un sustrato. Sin
embargo, un problema con estas proteinas es que la bioluminiscencia es débil, ya que
cada molécula de aequorina, al unirse al Ca*™ produce un solo fotén y por lo tanto
requiere aparatos muy sensibles para su deteccion [14]. Otro problema con estos

indicadores es que las fotoproteinas se consumen en la reaccién de bioluminiscencia y al

final la sefial disminuye totalmente.

En funcién de lo anterior, se han desarrollado otros elementos para detectar estas
dindamicas de Ca® intracelular, denominados sensores genéticamente codificados, donde

se utilizan proteinas fluorescentes.

1.3. Proteinas fluorescentes
La primera proteina fluorescente se descubrié en la medusa Aequorea victoria y se
denomind GFP (proteina verde fluorescente). Esta proteina contiene un fluoréforo®
colocado casi perfectamente en el centro de una estructura semirrigida en forma de B-
barril (Figura 5a y 5b), la cual permite que las moléculas de solvente sean excluidas y
protege al fluoréforo de ser apagado por el oxigeno molecular. De esta forma, la
estructura B-barril es la responsable de la estabilidad térmica, quimica y mecanica de la

proteina fluorescente [18, 19].

3 s . .z P .
Fluordforo se refiere a la porcidén central de una molécula que es directamente responsable de absorber
energia de una longitud de onda especifica y emitirla en otra de mayor longitud.

17



b} s & L2 7 M W m

(0

Figura 5. Estructura de la GFP. Grafico
de la estructura beta-barril de la GFP
vista de frente (a), y disectada para
mostrar el fluoréforo (b). También se
muestra un diagrama del patron de
plegamientos de la GFP (c), se
muestran en verde las hojas B, en azul
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las a-hélices y en amarillo los loops que
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las conectan, lo cual en conjunto

O forman el B -barril de la GFP (Tomado

de [20] y [21]).

El B-barril estd formado por 11 hojas B, las cuales rodean a una hélice a-central que

contiene al fluoréforo (Figura 5¢) [22]. Este estad formado por los residuos Ser65-Tyr66-

Gly67, que crean estructuras en forma de anillos (moléculas aromaticas), las cuales son

capaces de absorber luz UV y azul y luego emitir en verde. La formacién del fluoréforo es

un mecanismo complejo de 4 pasos: plegamiento, ciclizacion, oxidacién y deshidratacién

(Figura 6) [19].
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o (11)67
u otra conformacién desnaturalizada
Ser or Thr()s
(R=Hor Me)
plegamiento (l| > ~ 10 min)

/\ﬂ - ciclizacién /\"
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~ait R
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Figura 6. Mecanismo propuesto por Cubitt sobre la
maduraciéon del fluoréforo. Primero, la GFP se
pliega, luego la imidazolinona es formada por el
ataque nucleofilico de la amida de Gly67 en el
residuo carbonil 65, seguido de la deshidratacién.
Finalmente, el oxigeno molecular deshidrogena las
uniones alfa-beta del residuo 66. La ciclizacién
ocurre debido a que las secuencias Asn-Gly tienden

a ciclizar (Tomado y modificado de [23]).
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La fluorescencia en estas proteinas ocurre cuando un fotén excita al fluordforo, elevando
sus niveles de energia electrdnica y vibracional. Luego, cuando el fluoréforo se relaja a su
estado cero o basal libera energia en forma de un fotéon, que en comparacion con el

absorbido es de menor energia. La liberacién de ésta se denomina fluorescencia [24].

Con excepcién de la GFP, todas las demas proteinas fluorescentes que se han encontrado
en la naturaleza forman complejos diméricos o tetraméricos. Sin embargo, la GFP también
tiene cierta tendencia a dimerizar, la cual puede ser suprimida mediante mutaciones (por

ejemplo S65T) [23].

La ventaja de las proteinas fluorescentes es que pueden formar el fluoréforo sin la
necesidad de cofactores, substratos o enzimas adicionales, excepto el oxigeno [19, 25],
haciendo de éstas proteinas unas herramientas excelentes para la visualizacién in vivo de

procesos celulares [26].

En la actualidad existe una gran variedad de proteinas fluorescentes que cubren casi todo
el espectro visible. Un ejemplo es mCherry, que tuvo su ancestro en la proteina
denominada inicialmente DsRed, descubierta en Discosoma striata. Esta proteina DsRed
fluoresce en el espectro rojo, sin embargo, tenia muchos inconvenientes: baja
fluorescencia, tetramerizacién obligada y por lo tanto incapacidad de ser fusionada con
otras proteinas; por éstas razones se mejord hasta obtener un derivado monomérico con
propiedades superiores de maduracién en el fluoréforo, la cual fue denominada RFP1
[27]. Posteriormente, por medio de rondas multiples de evolucién dirigida se obtuvd
mCherry [28], una proteina que es considerada de las mas fluorescentes y con mejor

estabilidad en su fluoroforo.

14. Sensores Genéticamente Codificados
Se denominan Sensores Genéticamente Codificados (en adelante GES, por las siglas
genetically encoded sensores) a las proteinas fluorescentes que han sido modificadas de

alguna forma, para detectar cambios especificos en alglin parametro dentro de las células.
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Estas proteinas censoras ofrecen un elegante método para la exploracién y visualizacién
en las células de elementos como: Ca+2, pH, CI, potenciales de membrana, proteinas
especificas, entre otros. La ventaja de utilizar estos sensores genéticamente codificados es
que proveen informacién espacio-temporal para estudiar la actividad de una proteina

especifica o una sefal dentro de una célula viva [29].

La incorporacién de los GES en las células se puede realizar mediante varias técnicas como

son: lipofeccidn, transducciones virales, electroporacién, entre otros [15].

Los GES tienen grandes ventajas en comparacién con los colorantes quimicos
fluorescentes, entre las cuales resaltan: 1) pueden ser facilmente incorporados a las
células, tejidos o incluso organismos, ademds una vez incorporados permiten su
visualizacién durante varios dias o semanas; 2) se pueden adicionar secuencias sefales a
los GES para situarlos en un organelo particular o un tipo celular especifico; 3) es posible
obtener organismos transgénicos que expresan GES; 4) la concentracidn del sensor puede
ser regulada, si éste se pone bajo el control de un promotor inducible; 5) los sensores
pueden ser mejorados mediante mutagénesis [15, 23, 29-31]. Gracias a esto han sido
empleados exitosamente para medir Ca”enC elegans, Drosophila, pez cebra y ratén [16,

31, 32].

Entre las desventajas de usar sensores basados en proteinas fluorescentes estan: 1) la
incégnita sobre la eficiencia en la formacién del fluoréforo, 2) mayor tamafio en relacién a
los sensores quimicos, 3) las cinéticas son ligeramente mas lentas en comparacion con los
indicadores quimicos, 4) los dominios que se adicionan a los GES podrian interferir en el
mecanismo normal de la célula [23]. Sin embargo, se han desarrollado nuevas
aproximaciones para que estos problemas se reduzcan o incluso se eliminen. Por ejemplo,
para el caso especifico del calcio, el péptido de unién a la calmodulina, asi como la propia
calmodulina, que estan unidos a la mayoria de los sensores de calcio, podrian interactuar
con proteinas reguladoras enddgenas afectando el funcionamiento normal de la célula.
Para evitar esto se han obtenido mutantes, cuyas proteinas endégenas no interactian y

de ésta manera no se ven afectadas las funciones normales de la célula [15].
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Para generar GES se han utilizado diferentes plataformas, las cuales se dividen en tres
clases: 1) sensores que utilizan dos proteinas fluorescentes donde se altera FRET*; 2)
sensores donde se modulan las propiedades épticas de una sola proteina, mediante la
adicion de uno o mas dominios detectores que crean cambios conformacionales; 3)
sensores que carecen de dominios proteinicos adicionales pero son sensibles a ciertos
iones, debido a las propiedades intrinsecas de proteinas fluorescentes mutadas. Sin
embargo, para Ca*’ sélo se han generado sensores basados en las dos primeras

plataformas [30].

1.4.1.  Sensores que utilizan FRET para medir Ca*
FRET (fendmeno de transferencia de energia por resonancia), es un evento que ocurre
cuando se transfiere energia de un fluoréforo donador excitado hacia un fluoréforo
aceptor. La transferencia de energia efectiva requiere que se sobreponga el espectro de
emisién (del donador) y el espectro de excitaciéon (del aceptor) (Figura 7), pero ambos
espectros deben estar lo suficientemente separados para permitir la excitacién
independiente. Ademds, FRET también requiere un posicionamiento cercano con
orientacién favorable de ambos fluoréforos. Como resultado de la transferencia de
energia, se da la disminucién de la eficiencia cuantica’ en la fluorescencia y el decremento
en el tiempo de vida del donador, con el aumento en la fluorescencia de la proteina
aceptora. Todos estos pardmetros pueden ser medidos por métodos modernos de

microscopia de fluorescencia [22, 29, 30, 33, 34].

Los sensores GES que utilizan FRET se construyen generalmente mediante la fusidon de dos
proteinas fluorescentes con dominios sensibles a Ca**, donde al ser estimulados con el i6n
estos generan un cambio conformacional que modifica la distancia y orientacién entre

ambas proteinas, transformando la sefial de FRET (Figura 8a). También existe una variante

4 . s, . .

Transferencia de energia por resonancia de Férster
SFp0 - . . . N < ez - ez

Eficiencia cuantica, se refiere a la medicidn de la luz total de emision sobre el rango fluorescente espectral,
éste provee una medicion de la intensidad maxima que puede ser obtenida con un fluoréforo.
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en la cual las proteinas con los dominios sensibles a Ca*? no se fusionan, y al unirse el ién a

los dominios sensibles se acercan las proteinas generando FRET (Figura 8b) [35].

Figura 7. Esquema donde se muestra a la izquierda, los

Fluorescencia F Fluorescencia

Sonadore : a donadora espectros de absorcion de dos proteinas que
B YWAY; sobreponen sus longitudes de onda y por lo tanto

s s
Absorbancia ocurre FRET. A la derecha, se muestra el espectro de

dos proteinas que no sobreponen sus longitudes de

ondas y por lo tanto no ocurre FRET (Tomado y

200 300 400 500 600 700 200 300 400 500 600 700 modificado de [34]).
Longitud de onda (nm) Longitud de onda (nm)
FRET
Ve Visible %
r® — 00
uv
5 Ocurre FRET ﬁ No ocurre FRET

Sin embargo, una de las mayores limitaciones de los sensores que utilizan FRET consiste
en su estrecho rango dindmico, el cual es limitado por la eficiencia de la transferencia de
energia que depende del correcto posicionamiento de las proteinas, asi como de la
distancia entre ellas. Debido a esto, la mayoria de los GES basados en FRET tienen un
aumento de fluorescencia promedio de 1.5-2 veces, siendo que no exceden un aumento

en su fluorescencia de 5 veces en el caso de sensores para calcio [30].

b)
a
) 440 nm 480 nm Figura 8. Esquema de los sensores que utilizan FRET.
480 nm
440 nm /’f caMm \\L_ j" Se utilizan la letra D para representar la proteina
RL. @( @ donadora, la letra A para representar la proteina
w3 aceptora, CaM y M13 son los dominios sensibles a ca™
HCa;v H A la izquierda (a) se muestra la estructura donde las
440 nm proteinas fluorescentes son unidas covalentemente por
440 nm 530 nm

.. 2 . .z
los dominios detectores de Ca*™. En ausencia del ién, la

A\o\' (S ) emision del fluoréforo donador es observado a 480nm;
D o /7]

la presencia del ion causa una transicién

530 nm

FRET conformacional de CaM que permite su unién al

péptido M13. Esto resulta en una orientacion mas cercana de las proteinas permitiendo que ocurra FRET, lo cual se
visualiza en la emision del aceptor a 530nm. A la derecha (b) se muestra la estructura donde las proteinas fluorescentes
tienen (cada una) un dominio detector de calcio (CaM o M13), al unirse estos dominios mediante el Ca" ocurre FRET

(Tomado y modificado de [30]).
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Otros inconvenientes de los sensores que utilizan FRET son: que las interacciones débiles
son dificiles de detectar por lo que se requieren controles de interaccidn 100% positivos y
0% negativos [23]; se necesitan métodos mas sofisticados para visualizar y cuantificar
FRET, por ejemplo, procesamientos matemadticos para imdgenes o mediciones del
fotoblanqueo [33]; los sensores basados en FRET son voluminosos (~50 A°) comparados

con los sensores basados en una sola proteina [35].

1.4.2. Sensores que utilizan una proteina fluorescente para medir Ca*?
Para medir Ca* se han desarrollado GES gue utilizan generalmente una sola proteina
fluorescente permutada circularmente (cpFP). Una cpFP es una proteina en la cual el
extremo N-terminal y el extremo C-terminal son fusionados a través de un linker flexible,

formando nuevos extremos C-terminal y N-terminal en la proteina (Figura 9).

Figura 9. Esquema donde se ilustra la permutacion de

b) N C una proteina fluorescente. (a) Representacion
a) 0 esquematica de la permutacion, donde X y Y designan
FP FP los puntos donde se corta la proteina para formar los

1 XY 238
{ 1 1C nuevos extremos N-terminal y C-terminal,
T posteriormente estos dos fragmentos se unen
14 238 1 X mediante un péptido linker y se mantiene la estructura

de barril de la proteina. (b) Esquema de una proteina

CpFP fluorescente. (c) Esquema de una proteina cpFP donde

o
T
=
)
b
9]

los extremos N-terminal y C-terminal estdn cerca del

fluoréforo (Tomado de [30]).

Para la construccidon de GES se utilizan proteinas fluorescentes que han sobrevivido a la
permutacion y se les insertan dominios sensibles a Ca*? en los nuevos extremos (Figura 9c)
[29, 30]. La permutaciéon permite que los dominios sensibles estén en proximidad al
fluoréforo de la proteina, de tal manera que cuando el idn estd presente, se generan

cambios conformacionales en los dominios sensibles, causando modificaciones
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estructurales en el ambiente del fluoréforo, que resulta en la modificacion de la sefial de
fluorescencia [36]. En las cpFPs, el fluoréforo estd mas expuesto al medio externo
comparado con proteinas fluorescentes intactas (lo que explica su baja estabilidad al pH),
por lo que el cambio en la fluorescencia es consecuencia de modificaciones en la

proporcion de formas protonadas y desprotonadas del fluoréforo [30] (Figura 10).

protonated form deprotonated form Figura 10. Transicion de la GFP de una
OH O forma neutral (protonada) donde tiene
Tyr66 Tyré6 un pico de absorbancia a 400nm, a una

S

N forma cargada (desprotonada) donde su

O
0 H* 0
H)‘N Gly67 H\)LN Glys7 ico de absorbancia es a 490nm (Tomado
\"/N \/JLN’__ \II/N \/I(N’_ p (
0 H H de [30]).

O

La ventaja de estos sensores basados en una sola proteina es su alto rango dinamico, ya
qgue incluso se alcanza un aumento en la fluorescencia de 16.5 veces [30]. Cabe destacar
que la mayoria de estos sensores para Ca™ utilizan como dominios sensibles la
calmodulina y el péptido M13 (fragmento de la quinasa de cadena ligera de la miosina),

los cuales interaccionan en presencia del Ca*? (Figura 11) [37].

5N
Figura 11. Esquema de los GES basados en una sola proteina. Se muestra el esquema

ch . @ G de GCaMP que es un sensor GES basado en la permutacion de una proteina fluorescente

R

N

unida a dominios de unién a calcio (Tomado de [30]).

Hasta el momento se han construido varios sensores para Ca™ que utilizan una proteina
fluorescente (Tabla 1). Uno de los mas importantes es GCaMP (Figura 11), en el cual se

utiliza una permutacion de EGFP, donde CaM esta adherido al extremo terminal-C y en el

24



extremo terminal-N estd el péptido blanco M13. GCaMP tiene baja fluorescencia, alta
dependencia al pH y baja maduracién a 37°C [38], sin embargo tiene una version
mejorada, denominada GCaMP1.6 [39], la cual tiene mayor fluorescencia y estabilidad al

pH, pero al igual que GCaMP tiene baja maduracién a 37°C [30].

Sensor Variante de cpFP Dominios (F/FO0) pK, Kg (LM) Estabilidad o | Afo
sensibles Max maduraciéon a
37°C
Camgaroo-1 YFP (no permutada) CaM 7 ND 7 Baja 1995
Flash- EYFP M13/CaM 8.0 7.9 0.7 Baja 2001
pericam (E140Q)
GCaMP EGFP (cp 149-144) M13/CaM 4.3 7.1 0.24 Baja 2001
GCaMP1.6 EGFP (cp149-144) M13/CaM 4.9 8.2 0.16 Baja 2004
mutada (E140K)
GCaMP2 EGFP (cp149-144) M13/CaM 5.0 ND 0.16 Alta 2004
mutada (E140K)
Casel2 EGFP (cp145-144) M13/CaM 12.0 7.2 1.0 Alta 2007
mutada en H148E,
145T y Y203F
Casel6 EGFP (cp145-144) M13/CaM 16.5 7.2 1.0 Baja 2007
mutada en H148E,
145Sy Y203F

Tabla 1. Comparacion de las caracteristicas de algunos sensores que utilizan una proteina fluorescente. Se muestra la
variante de cpFP utilizada (entre paréntesis se indica el lugar de la permutacion) y también se indican los residuos
mutados; se muestran los dominios sensibles y las substituciones realizadas en ellos; (F/FO) Max indica el rango dinamico
del sensor; PK, indica el valor de pH al cual la proteina pierde la mitad de su fluorescencia; K4 (constante de disociacion)
se refiere a la afinidad del sensor por el ca® y finalmente se muestra el afio de su construccion.

1.4.3. Sensor Casel2
En el 2007 se cred el sensor Casel2 que tiene mejores caracteristicas como alto rango

dinamico, estabilidad al pH y temperatura [40].

Como base para el sensor Casel2 se utilizé el sensor GCaMP (linkers, dominios de M13 y

calmodulina), ya que se determindé que la permutacién en los residuos 145 y 148,
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(compartida por los sensores Pericams y GCaMPs) era adecuada para obtener un alto

rango dindmico (Figura 12).

a Figura 12. Modelo propuesto de la organizacion espacial
de los Pericams y GCaMPs. a) Esquema de la construccion
lineal de los sensores Pericams y GCaMPs, b) estructura
propuesta de los sensores donde se sefialan los aminodacidos
importantes (145-148) y los dominios sensibles (calmodulina

y M13) (Tomado de [40]).

Calmodulin

Para mejorar el sensor se identificaron las mutaciones en las posiciones 145 y 148 en
todos los sensores derivados de Pericam y GCaMP (Tabla 2a) y se crearon sensores
mutantes (Tabla 2b). En la posicidon 145 se encontré siempre un residuo Gly o Thr, éste
sitio fue sustituido por los aminoacidos Ser o Ala (ya que no causarian conflictos
espaciales). La posicion 148 fue sustituida por un residuo Asp, Glu o Asn; adicionalmente
se sustituyo la posicion 203 (la cual influye positivamente en la fluorescencia de proteinas
permutadas) por un residuo de Phe (Tabla 2b). Los sensores mutantes obtenidos fueron
caracterizados, y se determind que la mutante cps2(S) tenia mayor rango dindmico (14.5)
en respuesta a 1mM de Ca™. Esta mutante fue optimizada mediante mutagénesis
aleatoria, para obtener mejor plegamiento a 37°C, resultando en una mutante que se
denomindé Casel2 (Tabla 2c). Este sensor Casel2 tiene como caracteristicas principales:
maduracion rapida a 37°C y alto rango dindmico (12.0). Posteriormente se mutd (T145S),
resultando en el Casel6, sin embargo, éste tenia poca maduracién en E. coli aunque tenia

un rango dindmico de 16.5.
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El sensor Casel2 ha sido caracterizado en células Hela, durante experimentos en los que se
utilizé el ionéforo A23187 (que incrementa el calcio intracelular) y EGTA (agente quelante
que se une al calcio extraceluar y evita que el calcio intracelular aumente) (Figura 13a).
También se ha comparado el Casel2 con el indicador fura-2EF en neuronas corticales,
donde se realizaron aumentos y disminuciones de calcio intracelular (Figura 13b). Los
resultados demostraron que el sensor Casel2 es comparable con indicadores quimicos en
cuanto a rango dinamico o sefal de fluorescencia, y es un sensor eficiente para detectar

cinéticas intracelulares [40].

Finalmente, para expresar los GES en las células deben ser insertados en un vector, bajo
un promotor ya sea inducible o no. Sin embargo, en el caso de que se deseen expresar
varios sensores a la vez, se requeririan varios promotores o IRES (ver siguiente seccion)
que no permitirian una expresion constante de los sensores. En la actualidad este
problema suele ser resuelto gracias a las secuencias 2A, las cuales evitan este

inconveniente y muchos mas.

a) b) Fccp
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Figura 13. Caracterizacion de Casel2. a) Caracterizacion en células Hela que expresan el sensor Casel2, donde se
muestra que la adicion del ionéforo A23187 (1mM) genera una respuesta fluorescente en el sensor, mientras que la
adicion del quelante EGTA inhibe rapidamente esta fluorescencia; b) comparacidon de la sefial de fluorescencia del
Casel2 (linea gris) y el indicador quimico fura-2FF (linea negra), en células neurales corticales durante una cinética
generada por la adicion de: Glu (acido glutamico, que induce una entrada masiva de calcio al citosol), el quelante EGTA y

FCCP (que induce la liberacién del calcio de las pozas) (Tomado y modificado de [40]).
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a) Sensores previamente desarrollados

Sensor Posicion 145 | Posicion 148 | Posicion 203 | Caracteristicas de fluorescencia

Pericam H G Y Aumenta 3X

Flash-Pericam H G H Aumenta 8X, baja estabilidad al pH

Ratiometric-Pericam | D G F Aumenta 10X

Inverse-Pericam T G A Disminuye 5X

G13 E G T Aumenta 4.3X

GCaMP1 E T T Aumenta 4.3X en comparacién con G18 debido a la
mutacion 145T

GCaMPl.6 E T T Aumenta 4.9X

GCaMP2 E T T Aumenta 5X

b) Sensores desarrollados resultado de la mutacién en las posiciones 145, 148 y 203

Sensor Posicion 145 | Posicion 148 | Posicion 203 | Caracteristicas de fluorescencia
cpsl N T F Bajo incremento

cpsl(A) N A F Decremento 1.4X

cpsl(s) N S F Aumento 1.5X

cps2 E T F Aumento 14.5X

cps2(A) E A F No respuesta

cps2(Ss) E S F Aumento 1.4.5X

cpsd D T F Bajo incremento

cpsd () D A F Cambios radiometricos 7.2X
cpsd (A) D S F Cambios radiometricos 8X

c) Sensores desarrollados resultado de la mutacién aleatoria de cpS2

Sensor Posicion 145 | Posicion 148 | Posicion 203 | Caracteristicas de fluorescencia
Casel2 E T F Incremento 12X, mayor velocidad de maduracion
Casel6 E S F Incremento 16.5X

Tabla 2. Analisis de sensores previamente desarrollados y mutantes que condujeron a la creaciéon de Casel2. a)
Sensores previamente desarrollados, donde se muestran los nombres de los sensores, los aminoacidos en la posicidn
148, 145 y 203, y las caracteristicas de la fluorescencia maxima alcanzada por cada uno en respuesta al calcio; b)
mutantes obtenidas de la sustitucién en las posiciones 148, 145 y 203, y las caracteristicas de la fluorescencia maxima
alcanzada por cada uno en respuesta al calcio; c) se muestran los sensores Casel2 y Casel6 indicandose las
substituciones realizadas para optimizar la variante cps2(S) y la fluorescencia maxima alcanzada por cada uno en

respuesta al calcio (Tomado y modificado de [40]).

1.5. Secuencias para expresar varias proteinas en un mismo vector
Existen diversas formas para expresar dos o mas proteinas en un mismo vector aunque

presentan algunos inconvenientes. Por ejemplo (Tabla 3):
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Promotores. En éste caso, cada una de las unidades transcripcionales contiene su propio
ORF®. La ventaja de esta estrategia es que se pueden utilizar promotores inducibles o
tejido-especificos. La mayor desventaja es la transcripciéon desacoplada de cada gen en

referencia a los otros [41].

Secuencias IRES’. Estas secuencias son capaces de dirigir los ribosomas para iniciar la
traduccién en un sitio interno en el mRNA. Por ejemplo, en un mRNA bicistrénico, que
contiene una secuencia IRES interna, el primer cistrén es traducido directamente por el
escaneo de los ribosomas que entran via cap 5°; y el segundo cistrén es traducido
mediante la entrada de los ribosomas por la secuencia IRES. Debido a que cada cistrén es
resultado de un evento de traduccién diferente, las proteinas no son obtenidas en
proporciones constantes (hay un desbalance) ya que ambas traducciones estan
desacopladas, obteniéndose generalmente in vivo e in vitro entre 20 y 50% menos de la
segunda proteina, lo que resulta en un exceso de la primer proteina. Estas secuencias son
tipicamente largas (~400 nucleétidos), similares al largo de los promotores, por lo que su
uso se dificulta cuando se trata de transcribir varios genes, ya que secuencias directas
repetidas tienden a ser inestables. Algunos estudios muestran que la eficiencia de los IRES

tiende a variar considerablemente de un tipo celular a otro [41-43].

Fusion de proteinas. La fusiéon de multiples proteinas en algunas ocasiones puede
comprometer sus funciones, ejemplo de ello es que cuando se fusiona la proteina de
capside (CP) a la GFP, la fusién no permite la formacién de particulas virales mientras que
utilizando una secuencia 2A (ver seccion 1.6) entre la GFP y la CP, se forman particulas
virales decoradas de GFP [44]. Esta decoracion en las particulas viricas es debido a que el
producto de las proteinas cortadas CP-GFP inicia la formacién de los viriones y la fusion
CP-GFP que no se corta se incorpora en las particulas en desarrollo. Una segunda
limitacion de las proteinas fusionadas es que sélo pueden ser dirigidas hacia un solo

compartimento subcelular [42].

® ORF (del ingles open reading frame), significa marco de lectura abierto
’IRES (del ingles internal ribosomes entry sequence), significa secuencias de entrada de los ribosomas
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Procesamiento proteolitico. En éste, se fusionan dos proteinas con sitos de corte para
proteinasass, todo en el mismo ORF; después de la traduccion, la poliproteina es cortada
por una proteinasa para producir dos proteinas, las cuales permanecen con una secuencia
que es parte del péptido blanco de la proteinasa. Asi, el proceso es enteramente post-
traduccional y adicionalmente se requiere expresar la proteinasa. Los mayores problemas
del procesamiento proteolitico son: 1) los productos proteinicos terminan en el mismo
compartimento celular y ademas las proteinasas deben ser capaces de pasar a través del
mismo compartimento para cortar las proteinas; 2) el corte puede ser incompleto, ya que
su eficiencia depende en gran medida de la expresion de la proteinasa; 3) en algunos

casos las proteinasas virales pueden llegar a ser téxicas para la célula [41, 45].

Sin embargo, en algunos casos es necesario obtener de un vector una expresidén constante

de los genes, para lo cual se pueden utilizar los péptidos auto-cortantes 2A.

Estrategia de expresién Promotores | mRNAs | ORFs | Proteinas | Mecanismos de Co-expresién

Promotores internos N N N N Transcripcion Multiples
transcritos

Splicing 1 N N N

IRES 1 1 N N Traduccidn Unsolo
transcrito

Péptidos auto-cortantes 1 1 1 N Co-traduccion Traduccién

Procesamiento proteolitico | 1 1 1 N Post-traduccional

Fusiones 1 1 1 1 Traduccién de proteinas quiméricas

N=2,3,4, etc.

Tabla 3. Clasificacién de las estrategias de expresion basadas en el mecanismo utilizado para co-expresar N nimero de

proteinas (Tomado de [41]).

8 . . S T
Proteinasa o endoproteasas. Es una proteasa que corta en secuencias especificas de la cadena peptidica.
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1.6. Secuencias auto-cortantes 2A

1.6.1. Descripcion de las secuencias 2A
Las secuencias 2A (o péptidos auto-cortantes 2A) se descubrieron por primera vez en el
virus de la fiebre aftosa (FMDV®) [46]. Sin embargo, desde su descubrimiento, muchas
secuencias tipo 2A se han identificado en otros virus (Tabla 4) [47], aunque no todas son

funcionales (www.st-andrews.ac.uk/ryanlab/2A_2Alike.pdf).

Virus Familia de virus Hospedero Secuencias 2A o tipo-2A

FMDV (Foot-and-mouth disease) Picornaviridae Mamiferos -PVKQLLNFDLLKLAGDVESNPG P-
ERAV (Equine rhinitis A virus) Picornaviridae Mamiferos | --—---- QCTNYALLKLAGDVESNPG P-
PTV1 (Porcine teschovirus-1) Picornaviridae Mamiferos | -----—- ATNFSLLKQAGDVESNPG P-
TAV (Thosea asigna virus) Tetraviridae Insectos -----——EGRGSLLTCGDVESNPG P-

Tabla 4. Secuencias 2A y tipo 2A utilizadas en biotecnologia hasta la fecha. El motivo conservado —DXExXNPG P- se

muestra en negritas (x representa cualquier aminoacido) (Tomado de [42]).

Una secuencia 2A es un péptido corto (~18 aminodcidos), que al ser situado entre dos
genes (en el mismo marco de lectura), permite la expresion de ambos de manera
independiente. Esto ocurre debido a que el péptido 2A es capaz de cortar su propio
extremo C-terminal, ya que contiene un motivo conservado -DXEXNPGVP- (donde ‘X’ =
cualquier aminoacido; la flecha indica el lugar donde se corta, siendo P el aminodacido N-
terminal de la proteina siguiente) el cual evita que durante el proceso traduccional ocurra
la unidn entre la Gly y Pro terminales. Este corte, durante la traduccién del extremo C-
terminal permite la liberaciéon de la proteina rio arriba del 2A y posteriormente de manera

independiente se libera la proteina rio abajo del 2A (Figura 14a) [47-50].

’EMDV por sus siglas en inglés, Foot-and Mouth Disease Virus
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De esta forma, multiples proteinas pueden ser expresadas mediante un solo mRNA
utilizando éste tipo de secuencias, resultando en una poliproteina capaz de auto-

procesarse en multiples productos [41, 42].

Péptido

autocortante2A

| Promotor | Gen A XOO0000ODXEXNPG P Gen B

l Transcripcion

RNAmM Gen A XRXXXHXXOKXDXEXNP G P Gen B
l Traduccion mediada por la secuencia 2A

Gen A XO00000XDXEXNPG  + (P Gen B

b)

PCATGUS
I pCAT2AGUS

PCAT
| =
~ CAT-2A-GUS
CAT ” GUS }— = -
- L car-cus
24

. | -cus

l Translation, 2A-mediated cleavage

| CAT-2A | | + | GuUs ‘

_CAT-2A
® - A

Figura 14. Esquema y ejemplo del procesamiento mediante el péptido autocortante 2A. a) Representacion donde se
muestra el mecanismo por el cual la secuencia auto-cortante 2A permite obtener dos proteinas individuales; la
secuencia 2A se situa en el mismo marco de lectura entre el gen Ay el gen B; durante la transcripcidn se genera un solo
transcrito de RNA mensajero; durante la traduccion se generan dos proteinas independientes, donde el gen rio arriba
(gen A) contiene en su extremo C-terminal la mayor parte de los aminoacidos del péptido autocortante, mientras que el
gen rio abajo del 2A (gen B) contiene en su extremo N-terminal solo el aminoacido prolina. b) Ejemplo de la expresion de
las proteinas CAT (acetil-transferasa) y GUS (b-glucoronidasa) mediante la secuencia 2A. Se hizo una vector que contenia
el gen CAT y GUS, donde la secuencia 2A era el mediador (CAT-2A-GUS). En el panel de la derecha se muestran los

perfiles traduccionales obtenidos de lisados de reticulocitos de conejo (Tomado y modificado de [42]).
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Cabe mencionar que en algunos casos, se obtiene mas cantidad de proteina del gen rio
arriba del 2A, que del gen rio abajo del 2A. Este resultado no es por degradacion del RNA o
de la proteina rio abajo, mds bien tiene que ver con el modo de procesamiento del 2A.
Adicionalmente in vitro se obtiene una pequeia cantidad de proteinas fusionadas (~15%
de proteina no cortada). Sin embargo, estos problemas han sido resueltos introduciendo
secuencias adicionales rio arriba del 2A, por ejemplo, introduciendo una secuencia Gly-
Ser-Gly entre la primer proteina y la secuencia 2A, alcanzando incluso 100% de corte y una

co-expresién equimolar de los genes [51].

1.6.2. Modelo para explicar el procesamiento 2A
Hasta la fecha lo Unico que se ha confirmado sobre el funcionamiento de los péptidos
auto-cortantes 2A, es que el ribosoma es capaz de continuar traduciendo el gen rio abajo,

después de la liberacién de la proteina rio arriba [45].

Se han propuesto varios modelos para explicar el funcionamiento de las secuencias 2A,
siendo el modelo mas aceptado el denominado “ribosome skipping” (Figura 15) [50]. Este
modelo propone que, cuando un ribosoma encuentra una secuencia 2A en el mismo ORF
del gen que esta siendo traducido, “salta” la sintesis de la unién peptidica entre el
aminodcido glicina y el aminoacido prolina (del motivo conservado -DXEXNPGVP- en el

extremo C-terminal de la secuencia 2A) [52].

Se ha propuesto que el motivo conservado en el extremo C-terminal forma una hélice-
alfa, y esta hélice interactia con el tunel de salida del ribosoma, de tal manera que la

Pro

unién éster entre el peptidil(2A)-tRNA naciente y el tRNA™™ no ocurre porque se evita el
ataque nucleofilico (un obstaculo estérico nucleofilico), induciendo una pausa en la
traduccion [49]. Luego, el péptido naciente 2A es liberado por medio de los factores de

Pro

liberacion eucariéticos 1y 3 (eRF1, eRF3) [53]. No obstante el prolil-tRNA™™ queda unido
al sitio P, el cual mimetiza una union éster que permite que la traduccion del ORF restante

pueda seguir, re-iniciando desde el prolil-tRNA™ [42].
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Figura 15. Esquema del modelo
propuesto para la actividad del 2A. (i)
Estado después de la adicion del ultimo
residuo (Gly) del péptido 2A; (ii) el
peptidil(2A)-tRNA es translocado del sitio
A, al sitio P; permitiendo el ingreso del

Pro

prolil-tRNA™™ al sitio A (iii). El prolil-

tRNAP® es incapaz de actuar como
nucledfilo para formar el enlace
peptidico, lo cual detiene la traduccién y
se libera el péptido naciente por
hidrdlisis (iv y v). El tRNA desacetilado
ahora estd en el sitio P (mimetizando la
formacion de la unidn peptidica) y esto
permite la translocacion del prolil-

Pro

tRNA"" de lo sitio A al P (vi). La sintesis
del péptido C-terminal del 2A procede
ahora de forma normal, iniciando con

una prolina (Tomado de [50]).

Este modelo se apoya en que el corte ocurre en todas las células eucariéticas hasta el

momento probadas como: mamiferos incluyendo humanos [46], insectos, levaduras,

hongos [54], peces [55], plantas [56]; no obstante este corte no ocurre en bacterias [57].

Debido a este mecanismo co-traduccional de las secuencias 2A, se pueden adicionar

secuencias sefiales post-traduccionales a las proteinas, para enviar cada una a diferentes

compartimentos celulares; por ejemplo, a cloroplastos, mitocondrias o membranas (Figura

16) [42].
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Figura 16. Adicion de senales subcelulares a los
productos procesados mediante el 2A. Las imagenes
se tomaron 36-48 horas post-trasnfecciéon en células
Hela. Las barras blancas representan 10 um. a) La
sefial MT dirige la proteina ECFP a la mitocondria,
mientras que la EYFP-2A se queda en el citosol (y
difunde hacia el nucleo); b) la EYFP-2A (sin sefial) esta
localizada en el citosol, mientras que la sefial CR dirige

a la ECFP al reticulo endoplasmatico (Tomado de [42]).

1.6.3. Ventajas y desventajas
Un problema potencial es que el péptido 2A permanece como una extensién en el
extremo C-terminal de la proteina rio arriba del 2A, y éste pudiera afectar la funcién de la
proteina. Sin embargo, esta extensiéon también podria afectar positivamente, ya que se
han creado anticuerpos para esta secuencia para detectar la expresion o localizacién de la
proteina rio arriba [58]. Por otro lado, una prolina N-terminal queda adherida a la proteina
rio abajo del 2A, a pesar de esto, debido a la regla del término N dichas proteinas son muy
estables [42]. Esta regla menciona que los residuos N-terminales en una proteina pueden
funcionar como sefial para enviar a degradacién. Sin embargo, la Unica excepcién a esta
regla es la prolina, razén por la cual éstas proteinas rio abajo del 2A tienden a ser muy

estables [59].

En resumen, esta secuencia 2A presenta en particular, grandes ventajas entre las cuales se
pueden mencionar: 1) expresion en cantidades esencialmente equimolares de dos o mas
proteinas; 2) tamafio pequeiio de la secuencia 2A (~18 aminoacidos) comparado con IRES
o promotores, caracteristica benéfica cuando se intentan hacer vectores con varias
proteinas; 3) se les pueden adicionar secuencias sefiales post-traduccionales a las

proteinas obtenidas mediante este sistema para enviar a cada una, a diferentes
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compartimentos celulares; 4) para su funcionamiento, esta secuencia no requiere la
presencia de otros factores celulares, excepto los ribosomas eucariéticos y dos factores de
elongacion presentes en todas las células eucaridticas [42, 60]. Asi mismo, al compararse
las secuencias 2A con otros sistemas como los mencionados anteriormente (IRES,
fusiones, promotores, etc.), se ha concluido que las secuencias 2A ofrecen mas ventajas,

como por ejemplo, mayor expresion de cada una de las proteinas [61].
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2. ANTECEDENTES
Existen varios antecedentes donde se utilizan sensores de calcio codificados
genéticamente. Sin embargo, solo pocos han intentado expresar estos GES en células

troncales (ES).

El antecedente mas exitoso en este aspecto es el de Meyer y colaboradores [17]. En ésta
investigacion se construyeron 3 plasmidos denominados pCam1, pCam2 y pCAG-Cam2-
PAC (Figura 17a), en los cuales se compard la fluorescencia de los sensores de Ca*’;
Camgaroo-1 y Camgaroo-2, bajo el promotor CMV/CBA o también llamado CAG (hibrido
gue se compone de la secuencia inmediata-tempran del enhancer del citomegalovirus

unida a la secuencia promotor de la beta-actina de pollo) en células HEK293.

Después de resolver que el mejor sensor era el Camgaroo-2 (debido a su detectabilidad a
37°C) fue puesto bajo el promotor CMV/CBA (promotor ampliamente utilizado en células
troncales), denominadolo plasmido pCAG-Cam2-PAC que mostrd tener, antes y después
de una diferenciacién neural, una fluorescencia mas visible en células ES en comparacion

con el promotor CMV (Figura 17b).

Para determinar la expresion del vector en células de tejido in vivo, se insertarén en
rebanadas de cerebro células expresando el vector. El resultado fué la fluorescencia de

células en tejido in vivo (Figura 17c).

Finalmente, para determinar si esta construccion podria ser utilizada para medir la
actividad celular del Ca*, realizaron varios experimentos en células ES indiferenciadas y
células con induccion neural, que involucraban aumentos y disminuciones de los niveles
de Ca™ intracelular. Midieron la intensidad de la fluorescencia y su capacidad de
respuesta. Sus resultados demostraron que la fluorescencia se incrementaba

significativamente (en comparacién con la basal) en ambos casos (Figura 17d y 17e).

Este reporte establece la primera construccidon realizada con sensores GES para ser

utilizada en células ES. No obstante esta construccion pCAG-Cam2-PAC presenta un
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inconveniente, ya que si se deseara cuantificar la concentracién de calcio durante varios

dias, primeramente se deberia cuantificar la expresién del sensor.

Adicionalmente los autores mencionan, que uno de los mayores inconvenientes de su

construccion es el uso del Camgaroo-2, ya que tiene un rango dindmico muy bajo [17].

ES indiferenciadas

d) o
.
i:
.
i,
4
"

Baseine _HighKe _ Wash

rr—

Relative Fluorescence Intensity

Baseine _lonomycn _Wash

Induccién neural (Ac. Retinoico)

N N

iaive Fiuorescence ntensity

Relative Fluorescence Intensity

Figura 17. a) Plasmidos conteniendo el sensor Camgaroo: (A) pCam1, (B) pCam2 (ambos bajo el promotor CMV) y pCAG-
Cam2-PAC (bajo el promotor CMV/CBA aunado a un gen de resistencia a puromicina). b) Colonias de células ES
transfectadas con pCam2 bajo dos diferentes promotores (CMV o CAG) vistas con microscopia de fase (A y C) y de
fluorescencia (C y D). c) Células ES expresando Camgaroo-2 en rebanadas de cerebro de ratén, donde las flechas indican
las mismas. d) Resultados de las pruebas en células ES indiferenciadas donde se grafica (arriba) la intensidad de
fluorescencia basal, con aumento de calcio (derivado del aumento con potasio) y luego un lavado. Asi mismo se realiza la
misma grafica, pero en este caso con aumento de calcio inducido con ionomicina (abajo). e) Los resultados de las
pruebas en células ES con induccién neural por acido retinoico, donde se grafica la intensidad de fluorescencia basal, con
aumento de calcio (derivado del aumento con potasio) y luego un lavado (arriba). Asi mismo se realiza la misma gréfica,

pero en este caso con aumento de calcio inducido por ionomicina (abajo) (Tomado y modificado de [17]).
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3. JUSTIFICACION

Ahora que se han identificado diversos tipos de sefales por medio de calcio (olas de
calcio, sparks, blips, etc.) es necesario determinar como esta sefalizacion funciona en
procesos celulares especificos, por ejemplo: mitosis, diferenciacion celular, muerte
celular, entre otros. Para lo cual, se requiere tener una correlacién cuantitativa entre las
oscilaciones en frecuencia y amplitud del Ca™ y las respuestas celulares obtenidas de las

mismas.

Si bien, existen numerosos estudios donde se utilizan sensores de calcio GES, todos ellos
solo asocian los cambios en la fluorescencia con cambios en el Ca*?intracelular, sin tomar

en cuenta otros factores que pueden modificar la fluorescencia.

Uno de estos factores que puede modificar la fluorescencia y no estd relacionado
directamente con un cambio en el Ca*™, son los cambios estocasticos dentro de las células,
que pueden provocar una modificacidn en la tasa de transcripcion o traduccién; lo que se
refleja en un cambio en la concentracidon de las proteinas. Se sabe que la expresidén de
cada gen es controlado por la concentracidn, estados y localizaciones de otras moléculas,
y la cantidad o actividad de estas moléculas causan fluctuaciones correspondientes en la

expresion del gen [62].

Por lo tanto si se estd utilizando un sensor GES y ocurre este cambio estocastico en la tasa
de transcripcién o traduccién, la concentracién del sensor seria modificada y por lo tanto

también la fluorescencia se veria afectada por este ruido intrinseco en las células.

Otro factor que pudiera influenciar en el nivel de fluorescencia, seria el cambio de
morfologia de las células. Normalmente, la manera mas sencilla para medir Ia
fluorescencia en las células, es utilizar un software donde se selecciona el area de la célula
gue se desea medir, posteriormente el programa cuenta cada uno de los pixeles presentes
en esta drea y obtiene la intensidad de fluorescencia para cada pixel, luego obtiene un

promedio de esos valores y se obtiene el valor de la fluorescencia para cada célula.
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Sin embargo, se debe recordar que las células no son planas, es decir, contienen un plano
“X”, un plano “Y” y también presentan un plano “Z” que seria la profundidad o grosor de
la célula. El plano “Z” hace mas compleja la medicién de la fluorescencia, debido a que en
teoria las proteinas son faciles de difundir en el agua, por lo tanto, podrian atravesar el
diametro entero de la célula en cuestion de segundos [63]. Lo que indica que si hay un
cambio en la morfologia de las células, habrd un movimiento de las proteinas a lo largo de
la célula y esto podria modificar la concentracion de dichas moléculas por pixel alterando

los valores de la fluorescencia sin ser debidos a un cambio del idn.

Debido a que es dificil analizar el eje “Z” s6lo se toman en cuenta normalmente los planos
“X”y “Y”, pero queda un error que debe ser analizado. Por ejemplo, en el caso de utilizar
un GES, podria ocurrir que un cambio de morfologia de las células, provocara que las
moléculas en el eje “Z” se movieran al eje “X” o “Y” y con esto, la intensidad de

fluorescencia por area seria modificada y esto resultando en un grado de error.

Por lo tanto, el presente trabajo propone un disefio de vector que permite distinguir entre
cambios en la fluorescencia debido a cambios en la concentracién de Ca** y cambios en la

fluorescencia no por Ca*.

Para esto, se penso utilizar una secuencia 2A, un sensor de calcio Casel2 (principalmente
por su alto rango dinamico, expresion a 37°C y estabilidad al pH) y la proteina fluorescente
mCherry. Esta combinacidon de proteinas permitiria la deteccidn de la seal fluorescente

del sensor y del mCherry en dos distintos canales de emision (Figura 18).

Por otro lado, la secuencia 2A, implica obtener proporciones constantes del sensor de
calcio Casel2 y la proteina mCherry. De esta manera, utilizando la secuencia 2A, se podria
tener casi la misma proporcién de las dos proteinas, de tal manera que mCherry seria un
control interno que serviria como referencia para comparar y validar los cambios vistos

por el sensor Casel2.
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Figura 18. Emisiones normalizadas de GFP (linea verde) y mCherry (linea
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% ‘ iy 7%:.," roja). Las lineas negras indican 543, 561 y 694 nm, las cuales indican las

oy = ,/ \ longitudes de onda utilizadas para excitar a mCherry (Tomado de [64]).
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Es decir, esta estrategia de vector daria a conocer de una manera indirecta el nivel de

actividad de la transcripcién, traduccién, estabilidad y procesamiento del RNA, asi como

de la estabilidad de las proteinas.

Adicionalmente este vector se ided para poder ser utilizado en células troncales, razén por
la que se utilizé el promotor CMV/CBA que es funcional en este tipo de células [65] y por

el que ya se han expresado sensores GES en las células ES [17].

En teoria, la construccion bicistronica Case2ACherry permitiria detectar y monitorear al

sensor en una manera espacial, temporal y discriminativamente.
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4. HIPOTESIS

Mediante el uso de la secuencia autocortante 2A se pueden unir en un vector el sensor
Casel2 y la proteina mCherry, generdndose de esta construccion dos proteinas
funcionales, en proporciones constantes. Esto permitird cuantificar la expresién del sensor

mediante la expresion de la proteina mCherry.

5. OBIJETIVO GENERAL
Construir un vector que contenga el sensor de calcio Casel2 unido a la proteina

fluorescente mCherry, mediante la secuencia autocortante 2A, todo bajo un mismo

promotor CMV/CBA.

5.1. Objetivos particulares
» Contruir el vector bicistronico: CMVCBA CT2CpA PgkNeo el cual nos permitra
distinguir entre cambios en la fluorescencia dependientes de la concentracién de

Ca+2 y cambios en la fluorescencia independientes de Ca+2.

» Evaluar la funcionalidad del vector bicistrénico CMVCBA CT2CpA PgkNeo cuando

se tranfecten diferentes lineas celulares.
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6. METODOLOGIA

6.1. Construccidn del vector
6.1.1. Digestiones con enzimas de restriccion
Los diferentes elementos (secuencias) que se esperaba constituyeran al vector final, se
encontraban dispersos en diferentes plasmidos, por lo que en la mayoria de los casos, se
corté el fragmento deseado de estos pldsmidos y se insertd en la construccion linearizada
con enzimas de restriccidon. Asi mismo, las digestiones sirvieron para realizar los screenings

de colonias obtenidas después de la ligacion. El protocolo utilizado fue:

e Reaccidn:

1-2 pg de DNA (diluido en 17ul de agua) | 17 ul
Buffer 10X (especifico para la enzima) 2 ul
Enzima 1l
Volumen total de la reaccion 20 pl

e Vortexear y centrifugar unos segundos

e Incubar el tubo de 1-3hrsa 37°C

6.1.2. Rellenado de extremos cohesivos (Blunt Ending DNA fragments)
En algunos casos, se tuvieron que rellenar los extremos cohesivos ya sea del inserto o del
vector para lograr la ligacion deseada. Se utilizd la enzima DNA blunting (marca
Fermentas), la cual remueve los extremos cohesivos 3" y rellena los extremos cohesivos 5°.

Siguiendo el protocolo:

e Una vez obtenido el fragmento deseado por medio de las enzimas de restriccion
correspondientes, esta digestion se inactiva 20 minutos a 65°C

e Luego se agrega a la reaccion 1L de enzima DNA blunting y 10uL de buffer para
DNA blunting 10X

e Incubar la reaccion a 70°C por 5 minutos y enfriar en hielo
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e Afadir 1 uL de DNA ligasa T4

e Incubar la reaccion de ligacion a temperatura ambiente por 30 minutos

6.1.3. Desfosforilacion del vector
Para disminuir el ruido de fondo obtenido por vectores re-circularizados se optd en

algunos casos, por desfosforilar el vector. Siguiendo los pasos:

e Una vez cortado el plasmido blanco con la apropiada enzima de restriccidn, sin
purificar se le agrega a la digestién 0.5uL de enzima SAP
e Luego se incuba por 30 minutos a 37°C

e Se calienta a 65°C por 20 minutos

6.1.4. Amplificacion por PCR
La secuencia de DNA requerida para la construcciéon a veces fue obtenida mediante

amplificada por PCR. En éste caso protocolo fue:

e Reacciéon de PCR:

Agua ésteril 16pl
10X Buffer Pfu* con MgS04 2.5pl
25mM dNTPs 0.5pl
Primer 1 (100ng/pl) 2.5ul
Primer 2 (100ng/ul) 2.5ul
Templado DNA (100ng/ul) 0.5ul
DNA polimerasa Pfu* 0.5l
Volumen Total de la Reaccidn 25l

*Marca Fermentas
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e Parametros de los ciclos

Segmento | Numero de ciclos | Temperatura Duracidn
1° 1 94-98°C 45 segundos
2° 25-30 94-98°C 45 segundos

Tm Primer —5°C | 45 segundos
72°C 1-2 minutos/kb del amplificado de
PCR

3° 1 72°C 10 minutos

6.1.5. Extraccion de DNA de geles de agarosa
Una vez obtenido el fragmento deseado, ya sea por amplificacion por PCR o por digestién
con enzimas de restriccion, este fragmento era corrido en un gel de agarosa, cortado y
posteriormente purificado por el Fermentas GenelET Gel Extraction Kit siguiendo los

pasos indicados en el instructivo.

6.1.6. Geles de Agarosa y Electroforesis
Principalmente se utilizaron 3 concentraciones de agarosa: 0.7% (para visualizar bandas
de 4000 a 10000 pb), 1% (para bandas de 400 a 4000 pb) y 3% (para bandas menores de
400pb). Se utilizaron dos distintos buffers: SB 1X (anexo |) (para geles de 1y 3%) y TAE 1X
(anexo 1) (para geles de 0.7%). El corrimiento de los geles fue de 5 minutos a 25mV vy

posteriormente el tiempo necesario a 100mV. Para la tincion se utilizd bromuro de etidio.

6.1.7. Ligaciones
Una vez obtenido el fragmento purificado, se procedia a insertarlo en la construccién

mediante el siguiente protocolo de ligacion:

e Se mezcla el inserto y vector en una relacion molar 3:1 inserto:vector, en un
volumen de 20uL

e Se calienta 50-60°C por 2 minutos
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e Se transfiere el tubo a hielo

e Seagrega 2uL de buffer 10X T4 y 1uL de enzima T4 Ligasa

e Se mezclay se deja a 4°C durante la noche o 1 horaa 12°C

e Parainactivar la enzima se calienta a 65°C durante 20 minutos

e Estareaccidn se limpiaba directamente por columna con el Fermentas GenelET Gel

Extraction Kit.

6.1.8. Cuantificacion del DNA
Para todos los puntos mencionados anteriormente se requirié una cuantificacién del DNA,
en algunos casos se utilizé el Nanodrop o el espectrofotdmetro; sin embargo en el caso
especifico de la cuantificacion del inserto y vector para las ligaciones, se utilizé una
comparacion del marcador de peso molecular con los fragmentos de DNA de la siguiente

manera:

e Se corria en un gel de agarosa 5ul de inserto, 5ul de vector y 5ul de marcador Mass
Ruler (Fermentas)
e Luego se comparaban el grosor de las bandas del inserto y vector, con las bandas

del marcador de la izquierda para obtener una

lacié del del /ul imol t MassRuler™ DNA Ladder Mix,
relacion del numero del ng/ul, simplemente i
. . 20 0l ng A5 pl ng/10 pl g pl
siguiendo tres pasos: LA e e
+ Escoger la banda de Mass Ruler que mas se éﬁg?o%ﬁ }%E 1%1 §5§
. DL:H ! sl D
asemeje en grosor a la del nuestro fragmento de eI 22 L .
= ?Eﬁ a2 EE %@ 15
DNA g 103 200 150 100 50
g %EH 180 135 a0 45
+ Determinar con la dltima columna de la derechaa |3 - gl 2%% 1@3 1%% §:§
2 B — 400 a0 60 40 20
. . w 300 0 45 0 15
cuantos ng/5ul equivale esa linea q s &2 o B o
. . . z —10 20 {5 10 3
+ Dividir el equivalente entre 5 (es decir los 5ul |& U
Eil
Y 100 plAane, 8 cm length gel,
cargados), para obtener el nimero de ng/ul de ¥ i o

nuestros fragmentos
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6.1.9. Transformacion de bacterias por choque de calor o por
electroporacion.
Una vez realizada la ligacidon, se procedia a clonarla en bacterias, generalmente células
Escherichia coli de la cepa DH5a. Esta transformacién se realizaba ya sea por

electroporacién o por choque de calor, siguiendo los siguientes protocolos:

Transformacion por choque de calor

e Agregar a 10pL de la reaccion de ligacidn a 200 pl de bacterias DH5a competentes
e Dejar en el hielo durante 15 minutos

e Poner a42°C durante 1 minuto

e Transferir a hieloy dejar durante 5 minutos.

e Agregar 800 pul de LB

e Dejar en la incubadora durante 1 hora a 37 °C con agitacion vigorosa

e Centrifugar a 12 000 rpm durante 1 minuto.

e Quitar el sobrenadante por decantacion

e Vortexear hasta que la pastilla de bacterias quede resuspendida

e Plaquear las bacterias en cajas de LB con el antibidtico.

e Dejar en la incubadora a 37 °C durante toda la noche.

Transformacion por electroporacion

» En una cubeta para electroporacion (0.1 cm) previamente enfriada agregar: 50 pl
de células electrocompetentes E. coli DH5a y 1 pl de la reaccién de ligacidon
(evitando las burbujas)

e Darun pulso a:

C (uF) 25
PC 200
Volt 1800
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e Agregar 800 ul de LB y mezclar

e Incubar 1 hora a 37 °C con agitacién vigorosa

e Centrifugar a 12 000 rpm durante 1 minuto

e (Quitar el sobrenadante por decantacion

e Vortexear hasta que la pastilla de bacterias quede resuspendida

e Plaquear las bacterias en cajas de LB con el antibiético ampicilina.

e Dejar en la incubadora a 37 °C durante toda la noche

6.1.10. Minipreps
Una vez obtenidas las colonias derivadas de la transformacién, se realizaban minipreps a

éstas colonias, mediante el siguiente protocolo:

e Se inoculan cada una de las colonias en 3 ml de LB, con una concentracién de
100pg/ml de antibidtico (ampicilina)

e Dejar toda la noche en la incubadora a 37°C en agitacién vigorosa.

e Centrifugar a 12000 rpm durante 1 minuto los 3 mL de LB inoculado y remover el
sobrenadante.

e Resuspender la pastilla de las bacterias en 110 ul del buffer P1 (anexo Ill) y
vortexear hasta que la pastilla se disuelva.

e Agregar 100 pl de buffer de lisis (anexo V) recién preparado y mezclar
suavemente.

e Afadir 120 pl del buffer P3 (anexo V) y mezclar. Incubar a temperatura ambiente
durante 3 minutos.

e Centrifugar a 12000 rpm durante 10 minutos. Transferir el sobrenadante a un tubo
eppendorf de 1.5 ml.

e Agregar 200 pl de isopropanol (2-propanol) para precipitar el DNA del
sobrenadante. Mezclar e incubar a temperatura ambiente durante 1 minuto.

e Centrifugar a 14000 rpm durante 1 minuto. Quitar el isopropanol

e Anadir 500 ul de etanol al 70% y mezclar. Centrifugar a 14000 rpm durante 1 min.
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e Quitar el etanol. Adicionalmente centrifugar durante 1 minuto y quitar el etanol
restante
e Dejar el tubo destapado durante 10 minutos aproximadamente para secar el DNA.

e Disolver en 20 pl de agua miliQ.

* Para enviar a secuenciar, los minipreps se realizarén con el Kit de QUIAGEN.

6.1.11. Maxipreps
En la mayoria de los casos, se realizaron maxipreps de las colonias positivas, ya que se
requiere suficiente cantidad de DNA para una ligacion eficiente. Los maxipreps se
realizarén mediante los kits de las compafiias Zymo Research o QIAGEN, siguiendo los

instructivos respectivos.

6.2. Cultivo celular
Una vez obtenida la construccidon se procedié a evaluar su funcionamiento en células

HEK293, por lo cual se realizé el cultivo celular.

6.2.1. Descongelamiento de las células
Como primer paso, se descongelé la linea celular HEK293, para lo cual se siguid el

siguiente protocolo:

e Colocar el vial en bafio de agua a 37 °Cy esperar a que se descongele.

e Trasferir a un tubo falcon de 15 ml y agregar 5 ml del medio D-MEM (anexo VI)
suplementado con suero fetal bovino (10%) y GPS 1X (glutamina, penicilina y
estreptomicina) y piruvato de sodio (1%).

e Centrifugar a 1000 RPM durante 5 min y aspirar el medio.

e Resuspender las células en 10 ml de medio suplementado.

e Sembrar en cajas incubando a 37°C con 5% de CO..
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6.2.2. Subcultivo Celular
Posteriormente esta linea celular se mantuvo mediante subcultivos frecuentes cada 2 o 3
dias dependiendo de su confluencia. Este subcultivo se realizd mediante el siguiente

protocolo:

e Aspirar el medio y lavar con PBS 1X (anexo VII) dos veces.

e Agregar 1 mlde tripsina 0.25% (anexo VIIl) e incubar 3 minutos a 37 °C.

e Afadir 8 ml de medio D-MEM suplementado, previamente calentado a 37 °C.

e Trasferir el disgregado a un tubo y centrifugar a 1 000 RPM durante 5 min.

e Quitar el medio y resuspender las células en 5ml de medio D-MEM suplementado.

e Contar el nimero de células en la camara de Neubauer.

e Sembrar en cajas la siguiente proporcion de células: para cajas de 10 cm sembrar 3
millones de células con 7 ml de medio y para cajas de 35 mm sembrar 200 000

células con 2 ml de medio.

6.3. Transfecciones transitorias
Una vez obtenido el vector se transfectd a células mediante dos métodos: mediante CaCl,

o por medio de lipofectamina, utilizando los siguientes protocolos:

6.3.1. Trasfeccion transitoria por CaCl2
e Un dia antes sembrar el nUmero correspondiente de células, para obtener 50% de
confluencia el dia a transfectar.
e Reducir el volumen del medio en las cajas a un tercio.
e En tubos eppendorf de 1.5 ml, preparar los tubos usando las siguientes

proporciones con sus respectivas instrucciones:
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Para cajas de 35 mm

1 Plasmido Co-transfeccion
Agua grado cultivo 38.75 pl X
DNA (1pg/pl) 5ug 3 g (por plasmido)
Mezclar
CaCl, 2M 6.25 pl 6.25 pl
Resuspender dos veces e incubar 10 minutos a temperatura ambiente
HBS 2X 50 50 l
Volumen Final 100 pl 100 pl

Resuspender una vez e incubar inmediatamente 2 minutos a 37°C

Agregar la mezcla por goteo al cultivo (tocando delicadamente la superficie), luego
agitar suavemente para dispersar la mezcla.
Incubar a 37°C y 5% de CO2 durante 12 a 17 horas. Posteriormente cambiar el

medio

6.3.2. Trasfeccion con lipofectamina
Un dia antes de la trasfeccidn, sembrar las células en cajas de 35 mm (para que
estén de 80-90% de confluencia para el dia de la trasfeccién).

Para cada caja se necesitan preparar dos tubos:

Tubo 1: Diluir de 2-3 g de plasmido (de una solucion de 1ug/ul) en 200 pul de DMEM sin

suero y sin antibidticos con 1% de Glutamax y piruvato.

Tubo 2: Diluir de 6-3 pl de lipofectamina 2000 (Invitrogen) en 200 pl de DMEM sin sueroy

sin antibidticos

Combinar los dos tubos y mezclar suavemente (sin vortexear)

Dejar incubar a temperatura ambiente durante 15-25 minutos.

Cambiar el medio de las células con 2 ml de DMEM sin suero vy sin antibidticos.

A cada tubo que contiene el plasmido con la lipofectamina agregar 600 ul de

DMEM sin antibidticos (el volumen final para cada tubo es 1ml)
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Agregar el contenido del tubo a las células.

Incubar durante 4-6 hrs en la incubadora a 37°C con 5% de CO2.

Después de trascurrido el tiempo de incubacién agregar 1 ml de DMEM
suplementado (10% de FBS, GPS y piruvato) a cada caja. Si se observa toxicidad
quitar el medio de trasfeccién y agregar 3 ml de medio DMEM suplementado.
Remplazar con medio completo a las 18-24 horas después de la transfeccion.

La fluorescencia es visible después de 24 horas realizada la transfeccién.

6.4. Microscopia

La captura de imadgenes se realizé mediante el microscopio Axio Obsrever Z1 (Zeiss,

Alemania), utilizando los filtros Alexa Fluor 489 (excitacién de 450-490 y emision de 515-

565) y Cherry (excitacion a 575 y emision a 610). El programa para unir las imagenes fue

Image J (ROl manager).

6.5. Obtencion de extractos proteinicos para Western Blot

Para la realizacidon del Western blot se utilizé el siguiente protocolo para extraer las

proteinas, de las células previamente transfectadas:

Hacer la lisis celular a las 48 horas posteriores a la transfeccion, para permitir una
mayor produccion de la proteina a detectar, para lo cual se despegan las células
con un raspador (sin retirar el medio de cultivo, ya que en él puede haber células
flotando que contengan la proteina de interés), transfiriéndolas a un tubo
eppendorf de 1.5 ml. En adelante se realiza todo en frio, para evitar la degradacién
de las proteinas.

Se centrifugan por 5 minutos a 358 g a 4°C.

Eliminar el sobrenadante y resuspender las células en 1 ml de PBS (anexo VII) frio.

Centrifugar por 5 minutos a 358 g a 4°C, para eliminar restos de medio de cultivo.
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e Eliminar el sobrenadante y nuevamente resuspender las células en 1 ml de PBS
frio. Centrifugar por 5 minutos a 358 g a 4°C.

e Eliminar el sobrenadante y resuspender en 50ul de buffer de lisis (anexo Xl) e
incubar 20 minutos en hielo. Trascurridos los 20 minutos, sonicar con 3 pulsos de
20 segundos a amplitud 1 para fragmentar las estructuras celulares no lisadas por
el buffer, sobre todo el DNA.

e Centrifugar 10 minutos a 17,530 g a 4°C, recuperar el sobrenadante y cuantificar la

cantidad de proteina (ug/ul).

6.6. Western Blot

a) Electroforesis en gel desnaturalizante de acrilamida (SDS-PAGE).

El porcentaje del gel separador estd dado por el tamafio de la proteina, en este caso se

utilizé un gel 10% para el western blot, siguiendo el siguiente protocolo:

e Mezclar las soluciones para el gel separador (anexo Xll) de acuerdo a las
proporciones indicadas y verter la mezcla al cassette para geles de poliacrilamida.

e Agregar 500 ul de alcohol isobutilico sobre el gel, para alinearlo, y dejar polimerizar

e Una vez polimerizado el gel, drenar el alcohol isobutilico, y preparar ahora el gel
concentrador de acuerdo a las proporciones indicadas (anexo XllI).

e Verter el gel concentrador poco a poco sobre el gel separador y colocar el peine.
Una vez polimerizado quitar el peine y eliminar los residuos de los pozos con papel
filtro.

e Preparar las muestras y el marcador de peso molecular de proteinas, mezclandolas
con buffer de carga (anexo Xlll). Es recomendable cargar 30 ug por muestra de
proteina, para una mejor deteccion.

e Ya preparadas las muestras, se incuban por 3 minutos a 95°C.

e Llenarla cdmara de electroforesis con buffer de corrida (anexo XIV).
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e Cargar las muestras y el marcador de proteinas (Page Ruler Fermentas) en el gel.
Los carriles libres de muestra deben ser cargados con buffer de carga, y todos los
carriles deben tener el mismo volumen.

e Correr el gel a 150 V, hasta que el frente de corrida, indicado por el azul de
bromofenol del buffer de carga llegue al final del gel. Toma aproximadamente 2

horas.

b) Transferencia de proteinas de gel de poliacrilamida a membrana de PVDF

o Cortar la membrana del tamafio exacto del gel y pre-humedecerla en metanol al
100% para activarla (desde este momento debe cuidarse que la membrana
siempre se mantenga humeda).

e Prehumedecer esponjas y papeles Whatman en buffer de transferencia (anexo XV)
frio, a saturacion. De la misma manera, equilibrar el gel y la membrana activada en
buffer de transferencia frio.

e Armar un sandwich dentro de buffer de transferencia de la siguiente manera:
esponja, 2 papeles Whatman, gel de poliacrilamida, membrana de PVDF, 2 papeles
Whatman, esponja.

e Presionar el sandwich de manera que se eliminen las burbujas formadas y colocar
en la cdmara de transferencia. El gel debe quedar orientado hacia el dnodo y la
membrana de PVDF hacia el catodo.

e Llenar la cdmara de transferencia con buffer de transferencia y correr durante 90
minutos a 100 V a temperatura ambiente.

*Para corrobora la correcta transferencia de proteinas, puede tefiirse la membrana
con rojo de Ponceau al 0.1% durante 5 minutos o bloquearse directamente con
leche sin grasa al 5%.

*Desde el momento en que termina la transferencia, la membrana tiene una
polaridad, ya que las proteinas transferidas son absorbidas por la membrana del

lado que estuvo en contacto con el gel; por ello, se corta el extremo superior
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derecho de la membrana, asi quedara expuesto el lado que estuvo en contacto con

el gel.

c) Deteccion de proteinas por medio de Western Blot (Revelado en Odyssey)

e Al terminar la transferencia de proteinas a la membrana de PVDF, remojar la
membrana en PBS durante varios minutos.

e Bloquear la membrana con leche sin grasa al 5%, disuelta en TBST (anexo XVI) por
una hora a temperatura ambiente, o toda la noche a 4°C.

e Enjuagar 4 veces, por 10 minutos en TBST, en agitacién suave.

e Diluir el anticuerpo primario en TBST, e incubar la membrana con el anticuerpo
primario a temperatura ambiente y en agitacién suave
*En este caso se utilizé un anticuerpo policlonal de cabra antiGFP diluido 1:500 y
se incubo durante una hora

e Lavar la membrana con TBST, 4 veces por 5 minutos, en agitacidn suave.

o Diluir el anticuerpo secundario correspondiente en TBST
*En éste caso se utilizé el anti-Cabra diluido 1:15000

e Incubar la membrana, protegiéndola de la luz, 45 minutos, en agitacidon suave.
Dejar la membrana incubandose por periodos de mds de una hora no se
recomienda, ya que incrementa el ruido de fondo y la inespecificidad.

e Lavar la membrana 4 veces por 5 minutos con TBST, en agitacién suave y
protegiendo a la membrana de la luz.

e Enjuagar la membrana con PBS para eliminar el TBST residual, y escanear en el
Odyssey en el canal correspondiente, de acuerdo al fluoréforo acoplado al
anticuerpo secundario utilizado

*Se utilizé el canal 700 nm para visualizar el anticuerpo secundario
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7. RESULTADOS

7.1. Péptido T2A
En este proyecto se utilizé la secuencia 2A para poder expresar dos genes (el sensor de
calcio Casel2 y la proteina reportera mCherry) de manera constante, lo cual permite

conocer la expresion del sensor gracias a la proteina mCherry.

Una de las caracteristicas mas importantes para que funcionen adecuadamente las
secuencias 2A, es que los dos genes que flanquean al 2A deben estar en el mismo marco
de lectura para permitir su expresion [42]. Por lo tanto, la estrategia para construir el
vector fue unir en el mismo marco de lectura el sensor de calcio (Casel12), la secuencia 2A

y el gen que codifica para el reportero (mCherry).

Se utilizo el plasmido pSCP in pucl9 eco sbf (Figura 19a) que contiene las secuencias tipo
2A: F2A, T2A y P2A (derivada del virus de la fiebre aftosa, del virus de Thosea asigna y del

virus porcino teschovirus-1, respectivamente).

Lo primero que se realizé fue crear mas sitios de restriccidén alrededor de una secuencia
2A, debido a que la mayoria de los sitios cortaban dentro de la secuencia 2A o se
encontraban muy lejos (30-50 pb); ademds eran sitios de restriccidn que requerian
enzimas con las cuales no se contaban en el laboratorio. Esto permitiria tener mas
opciones de estrategias que facilitarian el posicionamiento en el mismo ORF de Ia

secuencia 2A con los demds genes.

Se escogid la secuencia T2A debido a que para escindirlo se contaba con las enzimas
BglII10 y BstXI*'; también se determind utilizar estas dos, debido a la eficiencia que tienen
para cortar en el mismo buffer. Por lo tanto, el plasmido pSCP in puc19 eco sbf se cortd
con éstas enzimas, lo cual escindid el T2A con un peso de 64 pb, tal como lo muestra el gel

de la Figura 19b y 19c.

10 Bglll corta dejando extremos cohesivos
1 ) .
BstX| corta dejando extremos cohesivos
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Figura 19. a) Mapa del plasmido pSCP in puc19 eco sbf, el cual contiene las secuencias F2A, T2A y P2A. Asi mismo, se
sefialan los sitios de restriccidon de las enzimas Bglll y BstXI. b) Gel de agarosa al 3% donde se muestra la digestion del
plasmido pSCP in puc19 eco sbf (carriles 1y 2), con las enzimas Bglll y BstXI, del cual se esperaba un fragmento de 64 pb,
y que se encuentra indicado por la flecha amarilla. c) Fotografia procesada de la misma figura b, por medio del
programa Imagel, para una mejor visualizacion de las bandas (flecha amarilla), por medio de una aumento de brillo y

mayor contraste.

Posteriormente se inserté el T2A en los plasmidos pMPM-A2 vy pUC19 (Figura 20) para
situar mas sitios de restriccién alrededor del T2A, los cuales fueron preferencialmente
sitios Unicos en el pldsmido. Esta estrategia permitié tener mds opciones para insertar los

genes (rio arriba o rio debajo) en el mismo marco de lectura.

Para insertar el T2A en esa seccidn, se rellenaron los extremos cohesivos del fragmento
T2A aislado previamente (Figura 19b) y se cortaron los plasmidos pMPM-A2 y pUC19 con
la enzima Smal*? (Figura 20a y 20b). Por ultimo, se ligd el T2A, ahora con extremos romos,

a cada uno de los plasmidos en el sitio.

12 .
Smal corta dejando extremos romos
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Figura 20. Mapa de los plasmidos: a) pMPM-A2 y b) pUC19. En ellos se muestran los sitios de restriccion donde las
enzimas cortan, dejando extremos romos y son sitios Unicos en el pldasmido. Con una flecha morada se marca la regién

donde se encuentra la mayor acumulacién de estos sitios. En cuadro se denota el sitio Smal que se utilizé para linearizar

los plasmidos.

Cabe mencionar, que debido a la ligacién con extremos romos, se podia esperar que el
T2A se insertara 53" o viceversa. Por ejemplo, para el caso de pMPM-A2 existian dos

posibilidades de insercién (Figura 21).

Para verificar la insercion del T2A se realizé un screening de las colonias transformadas
con la enzima Aatll, la cual se utilizé porque corta Unicamente dentro de la secuencia T2A,
por lo tanto el plasmido seria cortado Unicamente si estd presente la secuencia T2A
(Figura 22 a y b). En total se analizaron 16 colonias para pMPM-A2 y 16 mas para pUC19
(datos no mostrados). Tal como muestran las clonaciones in silico de la Figura 22ay 22b,
el resultado de una ligacién positiva deberia ser una linearizacion de 3826 pb para pMPM-
A2, mientras que para pUC19 debiera escindir dos fragmentos, uno de 519 pb y otro de
2157 pb. De todas colonias analizadas, solamente las colonias 2 y 6 (pMPM-A2) contenian
una banda de aproximadamente 3500 pb, siendo éstas por lo tanto positivas (Figura 22c,

flechas amarillas). Sin embargo, ambas muestras contenian un barrido (probablemente
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debido a DNA super-enrollado no digerido), por lo tanto, se realizd otro screening en las
colonias 2 y 6 utilizando la enzima Paul (BssHII). Con este analisis se esperaba una banda

de 233 pb (Figura 22d), la cual se vié en ambas colonias (Figura 22e, flechas amarillas).

(a) (b) Figura 21. Clonacién in silico de las

posibles opciones de insercion del T2A en

T2A el plasmido pMPM-A2, ya sea 5'>3" (a) o
lacZfrag . e f1 origen
1 origen : visceversa (b).
x AmpR___ e _lacZfrag
SD SEQ
_ROP 2 TA
1. HYEFF
3830 bp g
~__LYEFF
e
AmpR ORI < N ~SbiSE0
/ 14 ROP
ORI HY EFF

LYEFF

Estos resultados demostraron que el T2A habia sido integrado en las colonias 2 y 6 del
pldsmido pMPM-A2 especificamente. Posteriormente para determinar la direccidon del
inserto T2A, se envid a secuenciar el fragmento del pldsmido que contenia el T2A. Los
resultados mostraron que la colonia 6 contenia mutaciones en ésta secuencia por lo que
se descartd y la colonia 2 resulto contener el T2A con la direccidn ilustrada en la Figura

21a, a este plasmido se le denomind mpm con T2A.
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Figura 22. a) Clonacién in silico del plasmido pMPM2 con el T2A inserto. b) Clonacidn in silico del plasmido PUC19 con el
T2A inserto. En ambos casos se muestra el sitio Aatll utilizado para la busqueda del T2A. c) Gel de agarosa 1%, en el cual
se muestra el screening con la enzima Aatll; asi mismo se muestran los pesos esperados. d) Clonacidn in silico de la
insercion del T2A en el plasmido pMPM2, donde sefiala el sitio Paul. E) Gel de agarosa al 3%, en el cual se muestra la
digestién de las muestras 2 y 6 con la enzima Paul, la cual debiera visualizar una banda de 233 pb (si eran positivas), las

cuales se denotan por las flechas amarillas.
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7.2, Casel2
Para medir y visualizar in vivo las fluctuaciones del calcio intracelular, se requeria un
sensor GES que tuviera alta afinidad por el calcio (ya que se necesitaba que pudiese
identificar una concentracién minima de 100 nM por ejemplo, si la construccién fuese
dirigida para expresarse en el RE, se requeriria un indicador de baja afinidad), con alto
rango dinamico, rdpida cinética de respuesta y eficiente a 37° C. Por lo tanto se

determiné utilizar el sensor Casel2 [40].

Dentro de la construccion, el sensor se colocd rio arriba del 2A, ya que se sabe, el gen rio
arriba del 2A suele tener ligeramente mads expresidon que el gen rio abajo [42],
permitiendo una mejor visualizacidn de la fluorescencia. Ademads, se tomd en cuenta que

debia estar en el mismo marco de lectura con la secuencia 2A.

Para lograr dicha construccidn se utilizé la secuencia del Case12 contenida en el plasmido
pCCC12 chris (Figura 23a), sin embargo dicha secuencia no contenia sitios de restriccién a
su alrededor para permitir insertarla en el plasmido mpm con T2A y que se obtuviera el
Casel2 y el T2A en el mismo marco de lectura. Por otro lado, escindir el T2A de su
plasmido e insertarlo en el pCC12 chris tampoco permitia un Unico marco de lectura ni

cortando y luego rasurando los extremos se obtenia éste marco unico.

Por lo tanto, para que el T2A y el sensor de Casel2 estuviesen en el mismo marco de
lectura, se disefiaron y sintetizardn oligonucleétidos para amplificar el Casel2; esperando
un producto de 1245 pb por PCR. A éstos oligonucleétidos se les adicionardn los sitios de
restriccion Hindlli* y Psti** (Figura 23b), tomando en cuenta los pares de bases necesarios
para que al ser insertado el Case12 en los sitios Hindlll y Pstl del plasmido mpm con T2A se
obtuviera un Unico marco de lectura para el T2A y el Case12 (Figura 23c). Se eligieron los
sitios Hindlll y Pstl debido a que eran sitios Unicos dentro del pldsmido, se encontraban rio

arriba de la secuencia T2A y ademas cortan en el mismo buffer.

13 . ) .
Hindlll corta dejando extremos cohesivos

14 ) .
Pstl corta dejando extremos cohesivos
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Figura 23. Estrategia para poner en el mismo marco de lectura al sensor Casel2 y al T2A. a) Mapa del plasmido pCCC12
chris que contiene el sensor Casel2. b) Esquema de la estrategia de amplificacién por PCR del Casel2, donde se denota
con una linea color naranja los oligonucleétidos flanqueando al Casel2, el oligonucledtido forward adicionando sito
HindIll y el oligonucledtido revers adicionando un sitio Pst/, a la secuencia Casel2 . c) Estrategia general de insercion del

producto de PCR (que contiene el Casel2) en el pldsmido mpm con T2A.
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Figura 24. a) Producto de la amplificacién por PCR del sensor Casel2 con un peso de 1248 pb, se realiz6 en cada carril la
amplificacion con una Tm de 50, 55 y 60 °C. b) Plasmido mpm con T2A, cortado con las enzimas de restriccion Hindlll y
Pstl (carriles 1 y 2) y sin ninguna digestion (carril 3). c) Mapa de la clonacidn in silico de la unién del Casel2 en el
plasmido mpm con T2A, donde se muestran los sitios Xbal, BamHI, Mlul y Xhol. d) Se muestra un gel de agarosa al 1%
con el screening de 8 de las 16 colonias obtenidas en la ligacién Casel2 con el plasmido mpm con T2A. Ademds, se
muestran las enzimas y los pesos esperados. Ambas fotografias representan el mismo gel sin embargo, la fotografia de
abajo fue procesada por medio del programa Imagel, para mejorar la visualizacién de la banda mas pequefia. Como lo
indican los diagramas de la derecha, la intensidad de luz y el contraste fueron modificados. A modo de ejemplo, la flecha
amarilla sefiala una banda exactamente en el mismo lugar de ambas fotos. e) Gel de agarosa al 2% donde se muestra el
andlisis de las colonias 1y 2 de la ligacién Casel12 con el plasmido mpm con T2A en el cual, se observa un fragmento de
aproximadamente el peso esperado (520 pb) en ambas colonias, aunque ligeramente mas visible en la colonia 2 (flecha

amarilla).
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Por medio de los oligonucledtidos forward y reverse (Figura 24a) se amplificd el Casel2 y
luego se digirié con éstas enzimas Hindlll y Pstl para dejar los extremos cohesivos; ademas
se digirid el pldsmido mpm con T2A con las enzimas antes mencionadas (Figura 24b). Una
vez unidos el Casel2 y el mpm con T2A, se realizé un screening a 16 colonias candidatas
con las enzimas Xhol y Xbal. En éstas colonias se inserté el Casel2 ya que se obtuvieron 3
fragmentos (Figura 24c): uno de 1264 pb, otro de 3700 pb y un pequeiio fragmento de 97
pb. Como se muestra en la figura 24d, las 16 colonias analizadas contenian el inserto Case
12. Para corroborar este dato, se realizé una digestion de dos colonias (colonia 1y 2), con
las enzimas Mlul y BamHI donde se observd un fragmento de 520 pb (Figura 24e), el cual
confirmaba la insercidn del Casel2. Por lo tanto, este plasmido contenido en la colonia 2,

se le denominé Casel2 T2A (Figura 25a)

7.3. mCherry
Como reportero del Casel2 se utilizdé la proteina mCherry porque: 1) esta proteina es
fluorescente, y por lo tanto permite visualizar in vivo su acumulacion, 2) tiene buena
fotoestabilidad, 3) es una proteina monomérica, 4) tiene su espectro visible en rojo y es
una gran ventaja, ya que longitudes de onda largas generan menos fototoxicidad [22],
aunado con el hecho de que la deteccidon de la seial fluorescente del sensor y del

mCherry, seria en dos distintos canales de emisién (Figura 18) [25].

Aunque existen otras proteinas con caracteristicas parecidas, por ejemplo mPlum que
tiene una limitada fluorescencia pero excelente fotoestabilidad [22], se determind utilizar
mCherry debido a que es una proteina equilibrada en cuanto a su fluorescencia y

fotoestabilidad.
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Figura 25. a) Mapa del plasmido pcDNA3 mcherry, el cual contiene la secuencia que codifica para la proteina mCherry.
Ademas se indican los sitios BamHI y Notl los cuales se utilizarén para escindir el fragmento mCherry. b) Gel de agarosa
al 0.7%, donde se muestran los fragmentos de la digestion con BamH! y Notl: carril 1, purificado del plasmido Case12
T2A cortado con ambas enzimas; carril 2, secuencia mCherry (748pb) escindida del plasmido pcDNA3 mcherry por las
mismas enzimas. c) Gel de Agarosa al 1%, en el cual se muestra el screening de 6 colonias obtenidas en la ligacion que
une el mCherry al plasmido Case12 T2A. Se indican en la figura las enzimas utilizadas y pesos esperados. d) Mapa de la

construccion in silico del pldasmido denominado mpm Case12 T2A Cherry. Se indican los sitios EcoRV, Hindlll, Stul.
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Hasta este punto de la construccion, se tenian dos elementos juntos: el T2A y rio arriba el
sensor Casel2, en el plasmido Case12 T2A (Figura 24c). Por lo tanto, se pretendia que

mCherry estuviese rio abajo del T2A en el mismo ORF.

Para obtener esto, se utilizaron dos sitios compartidos por el plasmido Case12 T2A (Figura
24c) y por el plasmido pcDNA3 mcherry (Figura 25a), que permitia la inserciéon del
mCherry en la direccién correcta rio abajo del T2A, y lo colocaba en el mismo marco de

lectura que el Casel2 y el T2A. Estos sitios eran BamHI y Notl.

Por lo tanto, se digirierdon los plasmidos Casel2 T2A y pcDNA3 mcherry con las enzimas
BamHI y Notl, lo que resulté en el linearizado del plasmido Casel2 T2A (5052 pb) y la

liberacion de un fragmento de 748 pb que contenian a mCherry (Figura 25b).

Una vez realizada la ligacién del inserto mCherry al vector Casel2 T2A, se procedid a
realizar un screening de las colonias transformadas con la misma. Se tomaron 6 colonias y
cada una se digirié con Hindlll y EcoRV, o simplemente con la enzima Stul. Los resultados
mostraron que las colonias 1, 4 y 6 (Figura 25c) eran positivas, ya que contenian el bandeo
esperado debido al mCherry inserto. A este plasmido que contenia las secuencias del

Casel2, el T2A y el mCherry, se le denomind mpm Casel2 T2A Cherry (Figura 25d).

7.4, PoliA
La secuencia AAUAAA es una seifal de reconocimiento para que al mRNA se le afadan
residuos de acido poliadenilico (poliA), este elemento ayuda a evitar que el transcrito de
mMRNA sea degradado, aumentando su vida media en el citosol, de modo que se puede
sintetizar mayor cantidad de proteina [66]. Es ampliamente utilizado para evitar que los
transcritos de vectores transfectados sean degradados. Por lo tanto, es un elemento que
seria indispensable para una buena expresién del sensor Casel2, asi como de la proteina

mCherry.

Cabe mencionar que para el caso especifico de la construccién sélo se requeria una

secuencia poliA al final de gen mCherry, ya que los péptidos 2A actian de manera co-
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traduccional [42], lo que significa que en nuestro caso, se tendria un solo transcrito con la

secuencia Casel2-T2A-mCherry; el cual seria protegido mediante la secuencia poliA.

Para insertar el poliA en el plasmido, primero se intentd linearizar el plasmido mpm
Casel2 T2A Cherry (Figura 25d) con una enzima que corta dejando extremos romos (en
éste caso EcoRV), luego se amplificé el poliA por PCR y se inserté este producto en el
plasmido. Sin embargo no se obtuvieron colonias positivas de tal estrategia.
Probablemente, debido a que el inserto no esta fosforilado porque es un producto de PCR,

la mayoria de los plasmidos linearizados con extremos romos se recircularizan.

Por lo tanto, se utilizdé el pldsmido denominado pCIoneJetlS, el cual es un sistema de
clonacién altamente eficiente de productos de PCR. Este vector contiene un gen que
codifica una enzima letal para la célula huésped. Al insertar una secuencia en medio del
gen téxico de pClonejet, pierde su letalidad. Como resultado, solo las células bacterianas
con plasmidos recombinados son capaces de formar colonias y los vectores
recircularizados que carecen del inserto expresan la enzima letal. Esta seleccidén positiva
acelera el proceso de screening [67]. Por lo tanto, nos evita tener clonas falsas positivas,
gue se obtiene cuando se clonan fragmentos de PCR, ya que éste plasmido permite que
los extremos del fragmento amplificado por PCR sean fosforilados, resultado de la

digestion con enzimas de restriccion.

Se sintetizarén oligonucleétidos con los cuales se amplificé el poliA por PCR, adicionando
un sitio EcoRV*® y un sitio Nhel*” flanqueando al poliA (Figura 26b). Este fragmento
amplificado fue insertado en el plasmido pClonelet. Las colonias derivadas de la
transformacién con ésta ligacion (pocas colonias, ya las que las bacterias con el plasmido
recircularizado mueren) se analizarén tomando en cuenta, que el fragmento amplificado
de PCR podria insertarse 53’0 viceversa (tal como en el ejemplo de la figura 21). Se
utilizarédn las enzimas Bglll y EcoRV para realizar el screening, donde se esperarian 3

patrones diferentes. En el caso de que no se halla insertado el poliA se esperaria una

15

ClonelJET PCR Cloning Kit (Fermentas)
16

EcoRV corta dejando extremos romos

17 ) .
Nhel corta dejando extremos cohesivos
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linearizacion de 3144 pb. En el caso de que el inserto se encuentre de 5" >3 se esperaria
un fragmento de 3369 pb. Finalmente si el inserto se encuentra de 3'->5’, se esperaria
una banda de 253 pb y otra banda de 3116 pb. Debido a que seria dificil discernir entre el
primero y el segundo caso, donde las bandas estarian muy juntas, se buscarén colonias

con la ultima opcion.

Tal como lo muestra el gel de la figura 26c, se visualizdé un fragmento de
aproximadamente 250 pb (marcado con flecha amarilla) en las colonias 2 y 3, es decir,
estas colonias eran positivas para el ultimo caso. El pldsmido obtenido se nombré Clonelet

poliA (Figura 26a).

La secuencia poliA de este nuevo plasmido se corté con las enzimas EcoRV'y Pvull®®, y se
insertdé en el plasmido mpm Casel2 T2A Cherry, cortado con la enzima EcoRV y
desfosforilado (para evitar recircularizacién). El sitio EcoRV (adicionado mediante los
primers) permitid cortar el poliA del pClonelet dejando extremos romos libres para

insertarlo en el plasmido mpm Casel2 T2A Cherry.

Se realizé un screening de las colonias transformadas con las enzimas Nhel y Ncol para
encontrar la colonia positiva que contuviera el poliA con la orientacion correcta, ya que
nuevamente existian 3 posiblilidades. Primeramente que no se insertara el T2A, lo que
resultaria en la linearizacion del plasmido mpm Case12 T2A Cherry con un peso de 5793
pb. Otra posibilidad es que se insertara el poliA con la direccion correcta (Figura 26d) y por
lo tanto la liberacién de dos fragmentos, uno de 525 pb y otro de 5509 pb. Finalmente,
existia la posibilidad de que se insertard al revés el T2A, con la liberacién de un fragmento
de 300 pb y otro de 5493 pb. Se analizaron 10 colonias, de las cuales la 3, 5 y 9 contenian
la orientacion correcta, tal como se demuestra con la figura 26e. A este plasmido

contenido en las colonias positivas, se le denomind mpmCT2CpA (Figura 26d).

18 .
Pvull corta dejando extremos romos
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Figura 26. a) Mapa de una de las posibilidades de clonacidn in silico con insercién del poliA en el pClonelet. Se indican
los sitios EcoRV, Bglll y Pvull. b) Esquema de la estrategia de amplificacion por PCR del poliA, donde se denota con una
linea color naranja los primers flanqueando al Casel2; el primer forward adicionado con el sitio Nhel y el primer reverso
adicionado con el sitio EcoRV. c) Gel de agarosa al 3% del screening con EcoRV 'y Bglil de las colonias 1-4 obtenidas de la
ligacidn poliA + pClonelet. Las flechas amarillas indican la banda esperada de 253 pb, es decir colonias positivas para la
insercion del poliA con la orientacién deseada. d) Mapa de la clonacion in silico denominada mpmCT2CpA, donde se
muestran los sitios Nhel y Ncol. e) Gel de agarosa al 1% del screening con Nhel y Ncol de 10 colonias, obtenidas de la
ligacion poliA + mpm Case12 T2A Cherry. Las flechas amarillas indican la banda que refiere al fragmento esperado de

525 pb, es decir, colonias que insertaron el poliA y se encuentran en la orientacion deseada.

7.5. PGKNeo
Uno de los métodos por los cuales se pueden seleccionar las células que han insertado
vectores con proteinas fluorescentes, es mediante la seleccién de las células por
fluorescencia. Sin embargo, este método requiere tiempo, materiales para separar las
células, entre otros.
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Para evitar seleccionar de esta manera, se agregd a la construccién un cassette de
resistencia PGK-Neo con los sitios Lox-P en los extremos. Estos sitios permiten remover el

cassette por medio de la CRE-recombinasa facilmente [68].

Hasta el momento se tenian los elementos Case12-T2A-mCherry-poliA en el mismo marco

de lectura (Figura 26d).

La estrategia para unir la secuencia PGK-Neo en el plasmido mpmCT2CpA, fue hacer esta
insercién en el sitio de restriccion Bglll. Sin embargo, un impedimento para realizar esto
era la secuencia PGK-Neo que no contenia ningun sitio Bglll para poder ligarlo al plasmido.
En cambio, contenia un sitio BamHI (Figura 27a), el cual es compatible con el sitio Bglll, ya
gue ambos dejan los mismos extremos cohesivos. Debido a que sdlo faltaba un sitio
compatible con Bglll, en el otro extremo del PGK-Neo, se amplificd por medio de PCR ésta
secuencia mediante primers que permitierén adicionar el sitio Bgl/ll (Figura 27b). Como
resultado de la amplificacion por PCR los sitos Bglll y BamHI flanqueaban el PGK-Neo,

siendo éstos compatibles con el sitio Bglll del plasmido mpmCT2CpA.

Una vez amplificado el fragmento PGK-Neo e insertado en plasmido mpmCT2CpA, se
analizarén con la enzima Nhel las colonias obtenidas de la transformacién con esta
ligacidn. Si el fragmento era insertado se veria una banda de 128 pb o una banda de 1737
pb. En contraste, si el fragmento no se hubiese insertado, se linearizaria el plasmido en
6000 pb. Por lo tanto, se realizardn screenings de 18 colonias obtenidas de esta ligacidn,

de las cuales sélo una fue positiva (Figura 27d).

Para confirmar este resultado, se realizarén dos digestiones mas de la colonia positiva 9
con las enzimas BspEl, EcoRV y Mlu (Figura 27e), lo cual reafirmé la insercion del PGKNeo.

De esta manera se obtuvo el plasmido denominado CT2CpA-PGKNeo (Figura 27f).
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Figura 27. a) Mapa del plasmido pPGKNeolox donde se indica el sitio BamHI. b) Esquema de la estrategia de
amplificacion por PCR del PGK-Neo, donde se denotan con una linea color naranja los primers flanqueando al PGKNeo,
adicionando el sitio Bgl/ll mediante el primer. c) PGKNeo amplificado por PCR, cuyo peso es de 1808 pb. d) Gel de agarosa
al 1%, del screening de 10 colonias con Nhel obtenidas de la ligacion PGKNeo + mpmCT2CpA. La flecha amarilla indica la
banda que refiere al fragmento esperado de 1737 pb, la cual es una colonia positiva. e) Gel de agarosa al 1%, donde se
muestran dos digestiones para confirmar que el PGK-Neo ha sido insertado en el plasmido mpmCT2CpA. Se muestra en
la figura las enzimas utilizadas y los pesos esperados. Las flechas amarillas indican las bandas que reafirman que esta

colonia fué positiva. f) Mapa del plasmido CT2CpA-PGKNeo que indica los sitios Nhel, BspEl, Mlul, Sall y EcoRV.
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7.6. CMV/CBA
Finalmente, para la construccidn se requeria un promotor que permitiera la expresiéon de
la secuencia Case12-T2A-mCherry-poliA, por lo que se utilizé el CMV/CBA, debido a que el

propdsito del vector era ser utilizado en células troncales.

Para insertar el promotor CMV/CBA rio arriba de la secuencia Case12-T2A-mCherry-poliA,
se amplificé este promotor del plasmido pCDNA-CMVCBA (Figura 28a) mediante PCR, con
la adiciéon de sitios especificos que permitirian colococarlo rio arriba del Casel2. Sin
embargo, no se obtuvierén colonias positivas. No se sabe por que no se obtuvieron
colonias positivas, una posibilidad es que los oligonucledtidos disefiados, podrian haber
estado formando estructuras secundarias. En este caso algun dimero podria estar

impidiendo amplificar la secuencia CMV/CBA.

Debido a este resultado, la estrategia se modificd. Se digirio el plasmido CT2CpA-PGKNeo
(Figura 27f) con la enzima Sall*®. Luego se escindié el CMV/CBA con los sitios de restriccion

Sall y Xho!*®, y de esta manera se insert6 el promotor a la construccion.

Sin embargo, al digerir con Sall y Xhol, el plasmido pCDA-CMVCBA (Figura 28a), liberaba
fragmentos muy parecidos (1985, 2185 y 2319 pb) y dificiles de separar en un gel de
agarosa, que serian complicados de cortar para aislar la banda que contendria al

CMV/CBA, incluso utilizando un gel largo con una concentracién muy baja (0.5-0.7%).

En funcion de lo anterior, primero se determiné digerir el CMV/CBA con la enzima Sall, lo
gue resultaria en dos bandas, una de 4305 pb y otra de 2185 pb. Tal como lo muestra el
mapa del pldsmido pCDA-CMVCBA (Figura 28a), la banda mas pesada seria la que
contendria el CMV/CBA. Esta banda de 4305 pb se aislé y se purifico, luego este fragmento
se digirid con la enzima Xhol. Resultando asi en dos fragmentos, uno de 1986 pb (que
contenia al CMV/CBA) y otro de 2319 pb. Aunque ambos tenian un peso relativamente

parecido, se logro aislar el fragmento deseado en un gel al 0.7% obteniendo una banda

¥ sall corta dejando extremos cohesivos
%% | sitio Xhol es compatible con el sitio Sall
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muy bien definida de 1986 pb (Figura 28b), la que se inserté en el plasmido CT2CpA-
PGKNeo (Figura 27f) en el sitio Sall.
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Figura 28. a) Mapa del plasmido pCDA-CMVCBA donde se indican los sitios Sal y Xhol. b) Producto de la digestion
secuencial del plasmido pCDA-CMVCBA con las enzimas Sall y Xhol, donde se marca el fragmento de 1986 pb que
contiene el CMV/CBA. c) Mapa de la construccion final pldasmido CMVCBA CT2CpA PgkNeo que contiene el promotor
CMV/CBA, el sensor Casel2 unido mediante el péptido autocortante T2A a la secuencia mCherry, asi como el cassette
PGK-Neo inserto. Se muestran los sitios Xbal, Apal, Ndel, Mlul. d) Gel de Agarosa al 0.7%, del screening (colonias 17, 18,
21 y 26 obtenidas de la ligacion PGKNeo+ CT2CpA-PGKNeo) con la enzima Xbal. Si la orientacién era correcta se
esperaban tres fragmentos de 361, 2453 y 7064 pb, que se marcan en el gel con las flechas amarillas. e) Fotografia
procesada de la misma figura 28d, por medio del programa Imagel, para mejora la visualizacion de las bandas (flecha
amarilla), por medio de un aumento de brillo y mayor contraste. f) Gel de agarosa al 1%, donde se muestran dos
digestiones para confirmar que la colonia nimero 26 era positiva para la ligacion CMV/CBA + CT2CpAPGKNeo. Se
muestra en la figura, las enzimas utilizadas y los pesos esperados. Las flechas amarillas indican las bandas que reafirman

que esta colonia era positiva.

73



Las colonias obtenidas de esta ligacion se analizaron con la enzima Nhel. De nuevo existian
3 posibles plasmidos en las colonias obtenidas de esta ligacidn, debido a que Sall y Xhol
dejan los mismos extremos compatibles. Una posibilidad era la no insercion del CMV/CBA,
o la insercion de ésta con orientacion invertida. La otra posibilidad es que hubiese sido

correcta la insercidn, tal como lo muestra la clonacién in silico de la figura 28c.

En funcidn de lo anterior se realizd un screening de 31 colonias para buscar primero las
que contenian el CMV/CBA inserto. De estas, se obtuvieron 4 colonias probablemente
positivas. Luego, se hizo un screening con la enzima Xbal, para determinar cudl de ellas
tenia la orientacién correcta. Tal como lo muestra el mapa in silico de la construccién
(Figura 28c), se esperaban tres fragmentos: 361, 2453 y 7064 pb, si la orientacién era
correcta. Por el contrario, si el CMV/CBA habia sido insertado al revés, se obtendria un

bandeo de 5338, 4179, y 361 pb.

Como lo demuestra el gel de la Figura 28d, la colonia 26 resulté contener el CMV/CBA en
la orientacién correcta. Sin embargo, para corroborar este dato se realizaron dos
digestiones mas (Figura 28e). Debido a que el promotor se habia insertado correctamente

a la construccién objetivo, el plasmido denominado CMVCBA CT2CpA PgkNeo estaba listo.

7.7 Secuenciacion de la construccidn
Para la construccion CMVCBA CT2CpA PgkNeo (Figura 28c) era necesario reafirmar los
elementos mds importantes como son: que estuvieran presentes la secuencia del
promotor y del Casel2 y que el conjunto Casel2-T2A-mCherry se encontrara en el mismo

marco de lectura. Por lo tanto, se realizardn diversas secuenciaciones.

La presencia del promotor, se analizdé mediante la secuenciacion 9380 con el
oligonucledtido M13 Rev (5°-TTG TGA GCG GAT AAC AAT TTC-3), el cual se une rio arriba
del promotor. La parte secuenciada se marca en la figura 29a. Esta secuencia mostré que
el promotor estaba presente, sin embargo como lo muestran los resultados de la figura

29b, se encontré una delecién de una citosina en el sitio 1375. Sin embargo, habia la
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posibilidad de que esta delecidén, en realidad no existiera, ya que el cromatograma
presentaba algunas irregularidades. Por lo tanto, con ésta se confirmd la presencia del

promotor y su 99% de identidad del sitio 1266 al sitio 2061.

La presencia del sensor se realizd con la secuenciacion 9926 utilizando el oligonucleétidos
P5F (5'- CTG CGA GGG GAA CAA AGG-3’). Tal como lo muestra la figura 29c, este
oligonucleétido pega dentro del promotor y permite secuenciar una parte del sensor
Casel2. Sin embargo, esta secuencia tuvo demasiadas incongruencias con el mapa in silico
(Figura 29d), asi como irregularidades en el cromatograma (picos muy bajos), por lo que
se descartd, a reserva de los datos rescatados donde se puede concluir que: 1) dentro del
promotor de la posicidon 133 a la posicion 569, hay un 98.4% de secuencia consenso entre
el mapa in silico y la secuenciacion; 2) dentro del Casel2, de la posicién 9858 a la posicidn

9598 existe un 99.2% de secuencia consenso entre el mapa in silico y la secuenciacion.

Por ultimo, se realizé una secuenciacién (9928) para determinar si estaba en el mismo
marco de lectura el fragmento Casel2-T2A-mCherry. Para lo cual se utilizdé el
oligonucleétido denominado P8F (5- ACA AGC TGG AGT ACA ACA-3’) que abarca el
fragmento objetivo (Figura 29e). Con esta secuenciacion se obtuvé una identidad absoluta
del 100% de la posicion 8085 a la posicion 9020. Lo cual confirmd que el Casel2, el T2Ay
mCherry tienen el mismo marco de lectura (Figura 29f). Ademas, también se observan que
no contienen mutaciones los fragmentos alcanzados a secuenciar desde donde pega este
oligonucleétido (Figura 29f). Esta secuenciacidon, a diferencia de las anteriores, no

presenté irregularidades.

Se concluyd lo siguiente: que los elementos insertados (promotor, Casel12, T2A y mCherry)
estaban presentes en la construccion y que la secuencia Casel2-T2A-mCherry se
encontraba en el mismo marco de lectura. Corroborando una vez mas que la construccion

CMVCBA CT2CpA PgkNeo tenia los elementos necesarios.
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Figura 29. a) Mapa in silico del CMVCBA CT2CpA PgkNeo donde se marca el fragmento secuenciado con el primer M13
Rev (secuencia 9380). b) Tabla de resultados de la secuenciacion 9380 donde se muestra que solo se encontré una
delecién en la posicion 1373. c) Mapa in silico del CMVCBA CT2CpA PgkNeo donde se marca el fragmento secuenciado
con el primer P5F (Secuencia 9926). d) Tabla de resultados de la secuenciacién 9926 donde se muestran las mutaciones
encontradas en comparacion con el plasmido in silico. e) Mapa in silico del CMVCBA CT2CpA PgkNeo donde se marca el
fragmento secuenciado con el primer P8F (Secuencia 9928). f) Tabla de resultados de la secuenciacién 9928 donde se

muestran el desglose de los fragmentos obtenidos con 100% de identidad.
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7.8. Prueba in vitro (Transfeccion)
Una vez corroborado por medio de enzimas de restriccidén y secuenciacion, que todos los
elementos estaban presentes y posicionados en forma correcta, se transfectd el pldsmido

para su caracterizacion.

Al realizar la transfeccion con el plasmido CMVCBA CT2CpA PgkNeo en células HEK 293,
mediante lipofeccion, se obtuvo solamente fluorescencia en el canal rojo (Figura 30). Este
experimento se repitid mas de 5 veces cambiando todas las variables que pudieran estar
afectando el resultado: cantidad de plasmido, linea celular (se cambié a HEK 293T),
método de transfeccidon (se cambid a transfecciones mediante cloruro de calcio). Sin

embargo, el resultado no cambié.

Se sabe que la maduracién del fluoréforo en las proteinas fluorescentes involucra un paso
de oxidacidn, el cual tipicamente toma de segundos a minutos, pero en algunos casos dias
[18]. Por lo tanto se mantuvieron las células transfectadas por varios dias sin ningun
resultado positivo. El control Casel2 (plasmido pCCC12 chris, Figura 30) que contenia el

mismo promotor, siempre resultaba positivo.

Figura  30. Resultados de las
transfecciones en la linea celular HEK293

Construccién con la construccion CMVCBA CT2CpA

CMVCBA CT2CpA PgkNeo PgkNeo y sus respectivos controles

transfectados: Casel2 (pCCC12 chris) y
mCherry (pcDNA3 mcherry). Panel (a) se
Control del Case12 muestra el filtro Alexa Fluor 489
(excitacion de 450-490 y emisidn de 515-
565) y el panel (b) muestra el filtro
Cherry (excitacion a 575 y emisién a
Control de mCherry 610). Demostrando que solo se obtuvd
fluorescencia de mCherry en las

transfecciones con la construccion.
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7.9. Analisis de los productos proteinicos
Debido a su fluorescencia se sabia que mCherry estaba funcionando (Figura 30) y por ende
no cabia duda alguna de que el promotor también. Gracias a la secuenciaciéon 9928 se
sabia que mCherry, T2A y Casel2 estaban en el mismo marco de lectura. Por lo tanto, se
podia esperar que el T2A funcionara correctamente ya que no contenia mutacidon alguna.
Entonces la proteina Casel2 podia estar presente o no. Cabia la posibilidad de que la
proteina estuviese siendo degradada (por ejemplo, por alguna mutacidn que impidiera su

plegamiento y esto la enviara a degradacion).

Por lo tanto, se realizé un Western Blot (Figura 31) donde se marcan las bandas de 46 kDa
(flechas rojas), que corresponden al peso del sensor Casel2 (del plasmido control pCCC12
y de la construccién CMVCBA CT2CpA PgkNeo). El anticuerpo utilizadd presento un grado

de inespecificidad, sin embargo se marcan muy bien las bandas que representan al sensor.

Figura 31. Western Blot utilizando
anti-GFP para encontrar la banda
referente al sensor Casel2. Las flechas
rojas indican la banda
correspondiente a 46 kDa que es el
peso del sensor Casel2. Se utilizé

como controles mCherry, Casel2 y

CMVCBA CT2CpA PgkNeo

mCherry
p53
Case

p53.

— 46kD

El resultado confirmd por una parte, que el péptido autocortante T2A estaba funcionando,
ya que de no ser asi, se hubiese obtenido una fusién de la proteina mCherry y el Casel2.
Por otra parte, se demostré que la proteina Casel2 estaba presente (no estaba siendo

degradada).
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Una posibilidad de la fluorescencia nula del sensor en la construccion era que tal vez,
podria tener una mutacién que estuviera haciendo que la proteina se dimerizara, ya que
se sabe del aumento de la GFP a agregarse o dimerizarse cuando se fusiona con otras
proteinas insolubles o cuando se utilizan permutaciones circulares. En tal caso, se podria
perder la fluorescencia por que se veria disminuida la maduracion del fluoréforo o la

eficiencia cuantica [18].

Por lo tanto, se analiz6 esta posibilidad mediante co-transfecciones. Se esperaba que si tal
vez la proteina Casel2 estuviese dimerizando debido a una mutacion, al agregar otra
proteina Casel2 no mutada o una proteina GFP, la cual, tiene mas tendencia a
oligomerizar [25], la fluorescencia de ambas proteinas se apagaria parcialmente o en su

totalidad. Sin embargo la fluorescencia no disminuyé (Figura 32).

Casel2+Cherry
(control)

Casel2 +
CMVCBA CT2CpA PgkNeo

GFP+
CMVCBA CT2CpA PgkNeo B

Figura 32. Resultados de las co-transfecciones, que demuestran fluorescencia en todos los casos, concluyendo que no
esta siendo dimerizando el sensor de la construccion. Panel (a) se muestra el filtro Alexa Fluor 489 (excitacion de 450-
490 y emisidn de 515-565), el panel (b) muestra el filtro Cherry (excitacion a 575 y emisién a 610) y el panel (c) se

muestra la unién de (a) y (b).
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8. DISCUSION

Las fluctuaciones de calcio son relevantes en muchos procesos celulares como la
fertilizacién, formacién de los patrones de desarrollo, diferenciacién celular, proliferacién
celular, activacion de factores transcripcionales, entre otras [1]. Para medir tales
oscilaciones en la concentracion de calcio, se han construido los sensores codificados
genéticamente, cuya novedad es que son insertados en las células y su fluorescencia

cambia en funcidn de la concentracion de calcio en el medio.

Sin embargo, es dificil conocer la expresion de la proteina in vivo de forma continua,

durante un periodo largo de tiempo.

Para resolver este inconveniente, el presente proyecto tuvo por objetivo construir un
vector que pudiera ser utilizado en células troncales para visualizar cambios en la
concentracion de calcio citoplasmatico en tiempo real. Para crear este vector, se utilizé el
promotor CMV/CBA, un sensor GES Casel2, una secuencia auto-cortante 2A, una proteina

fluorescente mCherry y finalmente un cassette PGK-Neo.

Este novedoso sistema, donde el sensor es unido a una proteina fluorescente mediante la
secuencia 2A, permitiria expresar el Case 12 de manera relativamente equimolar al gen

mCherry y de ésta forma, este gen podria normalizar la expresidn del Casel2.

Como lo muestra la figura 28c, se logrd el objetivo principal del proyecto, es decir la
construccion del CMVCBA CT2CpA PgkNeo. Sin embargo, el resultado fue diferente al

esperado, ya que el sensor no tuvo fluorescencia.

Debido a que mCherry si producia fluorescencia (Figura 30), el promotor estaba
funcionando. Por secuenciacién se comprobd que mCherry, T2A y Casel2 estaban en el
mismo marco de lectura; adicionalmente se sabe que el T2A funciond correctamente por

gue en el western blot no se obtuvieron proteinas fusionadas.

Se determind que la secuencia del sensor Casel2, estaba presente en la construccién por

medio de las digestiones, asi como por las secuenciaciones parciales del Casel2 (9928 y
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9926); adicionalmente mediante el western blot se determind que la proteina no estaba

siendo degradada, ya que era capaz de acumularse en el citoplasma.

Tomando en cuenta todos estos datos solo quedaron dos posibles hipétesis sobre porque
el sensor Casel2 no es funcional. La primera, es que la cola peptidica que queda unida al
Casel2 de la secuencia T2A, de alguna manera interfiere con la funcién del fluoréforo, ya
sea en su maduracidn o en las transiciones electrdnicas para que ocurra la fluorescencia.
La segunda, es que el Casel2 de la construccidon esta mutado en un sitio o mas, que

impiden la fluorescencia del Case12.

Varios reportes mencionan que la presencia del 2A en el extremo C-terminal ha resultado
ser negativa para la expresion de diferentes proteinas, por ejemplo se ha descrito, 1) una
reduccion de la actividad de una proteina de cépside [69]; 2) hubo disfuncionalidad de un
pentapéptido, lo que causd replicaciones incompetentes de viriones [54]; 3) se obtuvo
reduccidn en secrecion y funcién de la TGF-B [70]; 4) hubo inestabilidad de la proteina
hrGFP-2A, en comparacidn con la hrGFP sola [71]; 5) eliminacidn total de fluorescencia en

la proteina DsRed-2A [72]

Asi mismo estan los reportes de los sensores pericam y G-CaMP que indican que el
extremo C-terminal de CaM es un lugar muy sensible para la adicién de elementos (los
cuales tienen un alto parecido con el sensor Casel2). En el caso de Pericam [73] se
menciona que intentaron conectar el extremo C-terminal de CaM vy el extremo N-terminal
de M13, con los extremos N y C terminales de cpEYFP respectivamente. Sin embargo, la
proteina quimera, no mostraba ninguna respuesta al calcio, por lo que intercambiaron a
CaM y al M13, resultando esto favorable. Exactamente lo mismo ocurrié en el caso de G-
CaMP [38], en éste sensor intentaron poner a CaM al termino N de la cpEGFP (queriendo
esto decir que el término C de CaM estaria pegado a cpEGFP), obteniendo como resultado

muy poca respuesta al calcio.

Por lo tanto el extremo C-terminal de CaM es un dominio muy importante, el cual

interactla con el M13 y por lo tanto es esencial que se encuentre libre. Debido a la adiciéon
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de la cola T2A en este trabajo el dominio podria no encontrarse libre para interactuar con

el M13.

Sin embargo, no se puede descartar una mutacién dentro de la secuencia Casel2. Del
fragmento de 8614 a 9020pb que forma parte del sensor (aproximadamente un tercio del
sensor) no contiene mutacion alguna. No se puede descartar la idea de una mutacién en
otro lugar que pudiese deformar la estructura del beta-barril, lo que podria resultar en un
cambio en el microambiente del fluoréforo y esto podria influir en la maduracién de éste
o su estado de protonacién [74], lo que resultaria en una fluorescencia nula. Tal vez esta

mutacion podria ser resultado de la amplificacién por PCR.

Finalmente los resultados sugieren que, si bien la construccién en el presente no es viable,
la combinacién correcta del péptido autocortante 2A, una proteina reportera y un sensor
de calcio, pudiera ser una buena solucidn para determinar la expresién del sensor de

calcio.

9. CONCLUSION
Se construyé el vector CMVCBA CT2CpA PgkNeo, que contiene un sensor Casel2 unido a

una proteina mCherry mediante una secuencia 2A, todo esto bajo un promotor CMV/CBA.

El resultado final es que el sensor no tuvo fluorescencia, aunque todos los demads

elementos (promotor, mCherry, T2A) funcionaron correctamente.

La fluorescencia nula puede deberse a que el Casel2 esta mutado en un sitio que impide
su fluorescencia o debido a que la cola adicional T2A impide la fluorescencia del sensor

Casel2.
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10. PERSPECTIVAS
La visualizacién de células in vivo permite conocer las interacciones moleculares
individuales bajo condiciones fisioldgicas normales y provee informacidén que a veces es

imposible obtener por técnicas convencionales.

Hasta el momento existen muchos sensores con los cuales se pueden medir estas
oscilaciones de calcio. Sin embargo, el reto en la actualidad no solamente es mejorar estos
sensores, sino también desarrollar nuevos instrumentos que puedan tomar ventaja de los
mismos y potenciarlos de tal manera que se pueda tener una investigacion mas certera de

los resultados.

Esta construccion no sirvid para detectar cambios en la concentracion de calcio
citoplasmadtico. Sin embargo, debido a su naturaleza modular (sitios de restriccion
adicionados vy sitios de restriccién ya presentes) permite intercambiar facilmente los

elementos de la construccion.

Por lo tanto, seria relevante seguir analizando varios elementos y sus arreglos para crear

una construccion eficiente, por ejemplo:

Se podria cambiar la posicidn de las proteinas fluorescentes en la construccion. En este
caso simplemente se intercambiaria el sensor Casel2 por la proteina fluorescente
mCherry en la construccidn y viceversa. Asi, la cola T2A seria adicionada a la proteina
mCherry y el extremo C-terminal del sensor Casel2 se encontraria libre para interactuar

con su péptido de union.

Otra posibilidad seria cambiar de sensor, donde el motivo sensible al calcio no esté en el
extremo C-terminal. Tal vez, se podria utilizar un sensor basado en FRET, donde el dominio

sensible al calcio se encuentre entre dos proteinas fluorescentes.
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11. ANEXOS

I.  Buffer SB 20X (para 1litro):

» 8gde NaOH
» 45g de acido bdrico

» Aforar con agua destilada a 1 litro

. Buffer TAE 50X (para 1litro):

Disolver 242 gr de Tris base (PM=121.14) en 750mL de agua destilada
Agregar 57.1 ml de acido glacial
Agregar 100 ml de EDTA 0.5M (pH 8.0)

vV V V V

Ajustar a un volumen de 1L

lll.  Buffer P1 (para 110 pl):
» 100 pl de la solucién P1( 25mM Tris-HCI pH 8.0, 10 mM EDTA)

» 10 pl de RNAsa.

IV.  Buffer P2 (para 100 pl):
» 50 pl de NaOH 400 mM

» 50 pl de SDS al 2%.

V.  Buffer P3:
» 5M de acetato de potasio pH 5.5

VI. Dulbecco’s Modified Medium (D-MEM)

» Sobre con el medio DMEM (GIBCO)
» NaHCO3 (3.7g)
» H20

Para preparar 1 litro:
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VII.

VIII.

YV V VYV V

>
>

Disolver el sobre con el medio D-MEM en 800 ml de H,O grado cultivo.

Afadir el NaHCO3 y agitar hasta disolver.

AjustarelpHa 6.9

En campana, aforar en matraz de 1L

Esterilizar por filtracidn a través de membrana de 0.22 um.

Almacenar a 4 °C y utilizar en un periodo méaximo de 2 meses.

Buffer Salino de Fosfatos (PBS 1X).

136 mM de NaCl

2 mM de KCl
10mM de Na;HPO,
1mM de KH2PO4

Tripsina 0.25%
Tripsina 2.5% (GIBCO)
Verseno (GIBCO)

Para 10 ml:

vV V V V V

En campana mezclar 1 ml de tripsina al 2.5% con 9 ml de verseno.

Almacenar a 4 °C hasta por 1 mes.

HBS 2X

273 Mm de NacCl
9.9 mM de KCI

2.8 mM de Na,HPO,
11 mM de Dextrosa

41 mM de HEPES

Para 100 ml:
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e Disolver en 95 ml de agua grado cultivo.

e Prepara tres de esta soluciones HBS.
e Ajustar cada una a un pH distinto que vayadelos 6.9a 7.1

e Filtrar las soluciones en campana a través de membrana de 0.22 pum.

e Se debe determinar el buffer con mejor eficiencia (minimo 70%) transfectando un

vector de expresion de GFP, con los diferentes HBS 2X. El HBS que de lugar a la

mejor eficiencia de transfeccidn alicuotarlo cada 500 ml y almacenarlo a -70°C.

X. CaCl,

> 1.472 g de CaCl, en 5 ml de agua grado cultivo (almacenar a - 70°C).

XI. Buffer de lisis

NaCl 150 mM

V V V V V

0.1% SDS

Tris 50 mM, pH8

1% NP-40 o Igepal

0.5% Deoxicolato de sodio

*Antes de usar, adicionar la cantidad correspondiente de solucién stock 10X de

inhibidores de proteasas (Mini-complete, Roche).

XII. Proporciones para geles desnaturalizantes

Gel separador

Soluciones 8% (9 ml) 10% (9 ml) 12% (9 ml)
Tris-HCI 1.5 M, pH 8.8 2.385ml 2.385ml 2.385ml
Agua 4.185ml 3.58ml 2.987 ml
SDS 10% 90l 90l 90l

A/B 30% 2.393 ml 3ml 4.488 ml
APS 10% 720 721l 72
TEMED sl sul sul
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Gel concentrador 5% (3 ml)

Soluciones
Tris-HCI 0.5 M, pH 6.8 750 ul
Agua 1.697 ml
SDS 10% 30pl
A/B30% 498 pl
APS 10% 22.5ul
TEMED 3l
Xlll.  Buffer de carga 3X (9.5 ml)

3.55 ml de agua bidestilada

1.25 ml de Tris-HCI 0.5 M, pH 6.8
2.5 ml de glicerol

2 ml de SDS 10%

200 pg de azul de bromofenol 0.5%
Alicuotar cada 500 pl por tubo.

vV V V V V V V¥V

Se usa 1X final.

*Almacenar a 4°C.

*Antes de usar, afiadir 25 pl de B-mercaptoetanol por cada 475 pl de buffer.

XIV. Buffer de corrida 10X pH 8.3 (1 L)

Tris base 25 mM (30.3 g)
Glicina 192 mM (144 g)
SDS 0.1% (10 g)

Aforar a 1 L con agua bidestilada.

vV V V V V

Se usa 1X.

*Almacenar a 4°C.

87



XV. Buffer de transferencia (1 L)

Glicina 39 mM (2.9 g)
Tris base 48 mM (5.8 g)
SDS 0.037% (0.37 g)

Y V V V

Metanol 20% (200 ml)

*Se prepara al momento, para evitar evaporacion y se pre-enfria a 4°C.

XVI. TBST(11l)
» 100 ml TBS 10X

» Tween 20 0.01% (1 ml)

*Aforar a 1 L con agua bidestilada.
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