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Abstract

One approach used in the study of transcriptional dynamics is the quantification of the
transcriptional activity by the activity of the luciferase from the firefly Photinus pyralis, which has high
sensitivity, dynamic range (the interval between the minimal and maximal measurable concentration)
and low toxicity. The luciferases CBG99 y CBR from Pyrophorus plagiophtalamus, employed in dual
bioluminescence assays in cell lysates, share the same bioluminescence mechanism as the luciferase
from P. pyralis. These luciferases could be used in assays of transcriptional dynamics in single cells.

In this thesis, the implementation of an assay that can be used to asses the dynamic activity of
CBGY9 and CBR in single cells is presented. As a testing model, the cell cycle control in response of
serum was used, and the expression of both luciferases was regulated by the cell-cycle gene promoter
of human c-Fos and Cyclin A2. However, it could not be confirmed that the signal obtained in these
assays reported the transcriptional activity of the corresponding genes, because of the low
synchronization efficiency and the unexpected behaviour of the bioluminescent activity under the
employed c-Fos promoter. Moreover, translational fusions of CBG99 and CBR with a four non-
hydrolizable ubiquitin concatemer were built to reduce the half-life of both reporters and to increase
their temporal resolution. In the implemented assay, they had a weak signal, so their utility was low.

Also, plasmids with the coding sequence of the genes CBG99, CBR and the already
characterized Luc2 an ELuc, under the transcriptional control of the tymidine kinase promoter were
built. These four plasmids are expected to use in assays to measure the half-life time of these reporters.



Resumen

Un enfoque usado en el estudio de la dinamica transcripcional es la cuantificacion de la
actividad transcripcional a través de la actividad de la luciferasa de la luciérnaga Photinus pyralis, la
cual posee alta sensibilidad, rango dinamico (el intervalo entre la concentraciéon minima y la maxima
medibles), y toxicidad baja. Las luciferasas CBG99 y CBR de Pyrophorus plagiophtalamus, utilizadas
en ensayos de bioluminiscencia dual en lisados de células, comparten el mismo mecanismo de
bioluminiscencia que la luciferasa de P. pyralis. Estas luciferasas podrian utilizarse en ensayos de
dinamica transcripcional en células individuales.

En esta tesis, se presenta la implementacion de un ensayo que permita evaluar la actividad
dinamica de CBG99 y CBR en células individuales. Se utilizo el control del ciclo celular en respuesta a
suero como modelo de prueba y la expresion de ambas luciferasas se reguld bajo los promotores de los
genes del ciclo celular c-Fos y Ciclina A2 humanas. Sin embargo, no se logré confirmar que la senal
obtenida en estos ensayos reportara la actividad transcripcional de los genes correspondientes, debido a
la baja eficiencia de sincronizacion y al comportamiento inesperado de la actividad bioluminiscente
bajo el promotor de c-Fos utilizado. Ademads, se construyeron fusiones traduccionales de CBG99 y
CBR con concatemeros de cuatro ubiquitinas no hidrolizables para reducir la vida media de ambos
reporteros y aumentar su resolucioén temporal. En los ensayos implementados tuvieron una seial débil,

por lo que su utilidad fue baja.

También se construyeron plasmidos que contienen a la secuencia codificante de los genes de
CBG99, de CBR, y de las luciferasas ya caracterizadas Luc2 y ELuc, bajo el control transcripcional del
promotor de Timidina Cinasa. Estos cuatro plasmidos se planean utilizar en ensayos para medir el
tiempo de vida media de estos reporteros.



1. Introduccion.

1.1 Variacién en la actividad transcripcional.

La regulacion de la expresion génica es un proceso importante para los seres vivos. Esta
responde a factores provenientes tanto del exterior como del interior de la célula. A través de ella, la
célula puede adaptarse a cambios en las condiciones ambientales, o bien especializarse para cumplir
funciones especificas dentro de un organismo multicelular. La regulacién de la transcripcion se
considera el punto de control principal de la expresion génica, pues permite el control espacio-temporal
de su expresion y evita la sintesis de productos innecesarios [Alberts et al, 2014]. Debido a lo anterior,
el control de la transcripcion es un area de estudio de sumo interés.

Al estudiar la transcripcion se debe tomar en cuenta que, al igual que otros procesos bioldgicos,
es inherentemente dinamico e inestable. La disponibilidad de las moléculas involucradas en la
transcripcion (el promotor, los factores de transcripcion, la polimerasa de ARN, entre otros) varia entre
células de una misma comunidad isogénica [Elowitz et al, 2002] [Swain et al, 2002]. Ademas, la
interaccion entre las moléculas involucradas tiene una naturaleza estocastica, la cual ocurre en ventanas
de tiempo de segundos a minutos [Hager et al, 2009] [Coulon et al, 2013]. Estos factores interfieren en
la frecuencia de eventos de transcripcion, y en consecuencia, producen la variabilidad natural en la
expresion génica de células de una comunidad isogénica [Blake et al, 2003] [Raser y O'Shea, 2004]
(Figura 1).

Figura 1: Ejemplo de un modelo de variacion natural en la expresion génica.
(Panel A) Se presenta una imagen de fluorescencia de células de una cepa
diploide de Saccharomyces cerevisiae que expresan a los genes reporteros
YFP y CFP. Ambos genes son regulados por promotores idénticos de PHO5 y
se localizan en loci homdlogos, como aparece en el inserto dentro de la
imagen. (Panel B) Se presenta una gréfica con los resultados de la medicion AT Jeus: PHOSYER
~ . , . . R ., MA T feuZ::PHOSprOFF
de la sefal de fluorescencia de células individuales tras inducir la expresion de
PHO5 por privacion de fosfatos. La intensidad de sefial de los dos reporteros
esta en unidades arbitrarias (UA). Cada punto representa una célula individual,
y el color indica el momento posterior a la induccion cuando se capturd la

B Momento de captura
sefial. La contribucién de la variacion en la actividad fluorescente observada ey | (iesas) .
se manifiesta como la dispersion de las sefiales capturadas en un mismo 555 b ot Aot
momento con respecto a la diagonal. La variacion producto de la £ .| 123 . .:" E
estocasticidad en las interacciones intermoleculares (intrinseca) produce la Ezau- « 270" o HEOE,
dispersion de la sefal en direccion paralela a la diagonal, pues afecta de % .| LEly ;;"i_y_" -
manera diferente la sefial de cada reportero. La variacion producto de la 73, | Stk
disponibilidad de las moléculas en la célula (extrinseca) produce la dispersion £ i@ :‘"‘." " ey
en perpendicular a la diagonal, ya que afecta de igual modo a la sefial de cada | c :_;:‘- 3 intrinseca
reportero. Modificado de Raser y O'Shea, 2004. g | gﬂ" o
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Ademés de la variabilidad natural, algunos mecanismos de activaciébn y represion de la
transcripcion pueden producir variacion en la expresion génica entre células. Esto es debido a que los
mecanismos de respuesta a estimulos son frecuentemente complejos, y en algunos casos se producen
oscilaciones en la actividad transcripcional [Hager et al, 2009]. La oscilacion en la actividad
transcripcional puede ser producto de la oscilacion de la presencia del estimulo, del factor de
transcripcion que actiia como efector o en la disponibilidad de la secuencia del promotor para reclutar a
la polimerasa (ciclo transcripcional). Como ejemplo de estos sistemas oscilatorios se encuentran la
sefalizacion por calcio [Dolmetsch et al, 1997], la transcripcion del gen de prolactina (Figura 2)
[Harper et al, 2011], los ciclos transcripcionales mediados por el receptor de estrogeno alfa [Métivier et
al, 2003] y el receptor transmembranal Notch [Shimojo et al, 2008], la localizacién del factor de
transcripcion CRZ1 [Cai et al, 2008], y la interaccion factor-inhibidor de NF«xB-IxB [Nelson et al,
2004] [Bosisio et al, 2006]. Ademas, la regulacion de procesos tales como el ciclo celular [Tyson y
Novak, 2008], la segmentacion [Pourquié, 2003] y los ritmos circadianos [Liu et al, 2007] sigue un
comportamiento oscilatorio. Los sistemas oscilatorios tienen ciclos de tiempo variable, el cual puede
durar de segundos a minutos como en la sefializacion por calcio y en la localizacion de CRZ1, hasta
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Figura 2: Oscilacion en la actividad bioluminiscente regulada por el promotor de prolactina humana en cultivos primarios de
células de pituitaria de rata. (Panel A) Se presentan imagenes de bioluminiscencia de células de pituitaria de rata que
contienen al gen de luciferasa de Photinus pyralis, expresada bajo el control de una secuencia de 115kb correspondiente al
promotor de prolactina. EI gen reportero se integré en un cromosoma artificial. Cada imagen representa la sefial capturada
a distintos momentos del ensayo, el nimero colocado en la esquina inferior izquierda indica la hora de captura. La
intensidad de la sefial bioluminiscente se representa en falso color, y el rango de colores corresponde a valores de
intensidad en unidades arbitrarias como aparece en la barra en la extrema derecha. La barra de escala es de 50 um. (Panel
B y C) Se muestra en dos gréficas la intensidad de la sefial de bioluminiscencia con respecto al tiempo obtenida de células
individuales, las cuales contienen al gen reportero integrado a un cromosoma autosomal (Panel B) o al cromosoma X
(Panel C). Cada linea de color representa la actividad de células individuales, la linea negra y gruesa representa el
promedio de actividad de las células analizadas. Los elementos en el esquema del fragmento que contiene al transgen
representan lo siguiente: en gris la secuencia que contiene al promotor de prolactina humana, en rojo el gen de luciferasa y
en amarillo los exones 1ay 2-5 del gen de prolactina humana. El nUmero de células revisadas es de 22 en Panel By de 20
en Panel C. Modificado de Harper et al, 2011.



cerca de 24 horas como en el ciclo celular y en ritmos circadianos, y en algunos casos pueden estar
sincronizados entre células vecinas [Spiller et al, 2010].

La variabilidad natural y la producida por sistemas oscilatorios en la transcripcion, como ya se
explico, son evidencia de que la transcripcion es un proceso dindmico. El estudio de la dindmica
transcriptional puede ofrecer informacion valiosa acerca de posibles funciones bioldgicas en las que
influyan estos fendmenos. Por ejemplo, podria servir en la adaptaciéon de poblaciones de células a
nuevos ambientes y en la respuesta a estrés [Fraser y Kaern, 2009] [Harper et al, 2011]. En organismos
multicelulares, podria influir en el destino celular (proliferacion, diferenciacion, muerte) de las células
del organismo [Shimojo et al, 2008] [Hager et al, 2009] [Imayoshi et al, 2013]. La obtencion de dicha
informacion es de nuestro particular interés. El estudio de la dindmica transcripcional de estos
fendmenos utiliza una serie de estrategias particulares, las cuales se presentan en la siguiente seccion.

1.2 Medicidén de la dinamica transcripcional.

El estudio de la dinamica transcripcional sigue una serie de reglas basicas. La medicion de la
actividad transcripcional debe llevarse a cabo a nivel de células individuales. Si se llevara a cabo en
poblaciones, la medicidon resultante seria el promedio de la actividad de cada célula. Esto ultimo no
permitiria recuperar informacion correspondiente a la variabilidad, tales como la actividad
transcripcional de genes individuales o la presencia de células con diferentes perfiles de transcripcion
(por ejemplo, durante un proceso de diferenciacion). Se tiene preferencia a utilizar células vivas y
llevar a cabo ensayos en tiempo real. La informacion obtenida de los ensayos en tiempo real puede
contribuir al armado de modelos matematicos robustos que representen al modelo transcripcional a
estudiar [Spiller et al, 2010]. Se deben de utilizan herramientas moleculares con actividad cuantificable,
donde la intensidad de su actividad sea representativa de la actividad transcripcional.

Para llevar a cabo la medicion de la expresion génica, se capturan imagenes de las células o
tejido de interés vistas por microscopia usando una cdmara-CCD (Charge-Coupled Device, dispositivo
de carga acoplada). Estas imagenes se analizan para recuperar la sefial proveniente de las células y el
fondo. La sefial es la parte de la imagen que contiene informacion de la actividad generada por la
herramienta molecular utilizada para la medicion. La intensidad de la sefial se mide a partir del valor de
los pixeles que forman parte de esta. El fondo se refiere a la parte de la imagen que no contiene sefiales.
El valor de los pixeles del fondo es resultado de la actividad de moléculas o particulas diferentes a la
herramienta molecular utilizada (artefactos).

Tanto la senal como el fondo pueden verse afectadas por fuentes de ruido generadas durante el
ensayo de medicion. Existen tres fuentes principales e independientes de ruido: el ruido de lectura, el
ruido termal y el ruido de disparo fotonico. El ruido de lectura es producto de variaciones en la lectura
de la muestra por la cdmara-CCD. El ruido termal es producto de corrientes eléctricas débiles que se



generan espontaneamente en el sensor de la cdmara, llamadas corriente oscura. La corriente oscura
aumenta el valor de la intensidad de los pixeles de una iméagen capturada, y este efecto se incrementa
con la temperatura. El ruido de disparo fotonico es una propiedad inherente de la emision de fotones.
Mientras mas baja sea la intensidad de la sefial a capturar, la lectura de su sefial tendrd un mayor
componente de ruido. Esta fuente de ruido es consecuencia de que los fotones capturados por la
camara-CCD siguen una distribucion tipo Poisson y que la lectura de la sefial es en numeros enteros
(debido a la naturaleza particula-onda del foton).

Debido a lo anterior, la intensidad de la sefial obtenida contiene ruido producto de las distintas
fuentes ya mencionadas. El ruido de disparo foténico es descartable si la actividad de la herramienta
molecular es fuerte. Para retirar el ruido producido por la cdmara-CCD (de lectura y termal), se debe de
restar la intensidad de los valores de pixel proveniente del fondo a la sefial obtenida; el valor resultante
se denomina intensidad neta. A partir de la intensidad neta se pueden evaluar distintos elementos del
ensayo de medicion y de la sefial obtenida. Para validar que la sefial obtenida no sea producto del ruido
del ensayo, se debe calcular la Relacion Senal-Ruido (RSR, la intensidad neta de la sefial dividida entre
la desviacion estandar de la intensidad de los pixeles del fondo). Si la RSR es igual o mayor a 3, la
medicidn obtenida es confiable, pero si es menor a 3 significa que la sefial es indistinguible del fondo
[Holmes y Mergen, 2007]. Para comparar las mediciones entre células o en distintos tiempos de
captura, se puede relativizar la medicion con respecto a una de las mediciones: por ejemplo, para medir
el cambio en la actividad transcripcional de cada célula tras su induccion, estas mediciones deben de
dividirse entre una de las mediciones previas a la induccion. La heterogeneidad de las mediciones
obtenidas de la imagen se calcula con el coeficiente de variacion (CV, desviacion estandar de las
mediciones dividida entre el promedio de las mismas).

Los métodos de medicion utilizados se clasifican de acuerdo al tipo de herramienta molecular
utilizada. Los métodos directos utilizan el marcaje de transcritos, mientras que los métodos indirectos
utilizan proteinas reporteras cuya actividad refleja a la actividad transcripcional [Spiller et al, 2010].

1.2.1 Métodos directos.

El primero de estos métodos es la hibridacion fluorescente in situ (FISH) de ARNs. Utiliza
sondas fluorescentes, que son fragmentos de ARN marcados con moléculas fluorescentes. La secuencia
de nucleotidos de estas sondas es complementaria al del ARN blanco, lo que permite su hibridacion y
marcado [Raj et al, 2006] [Zenklusen et al, 2008]. Las células a observar se fijan y permeabilizan en la
superficie de un portaobjetos o un cubreobjetos. El conteo de transcritos se lleva a cabo mediante la
deteccion de moléculas individuales por medio de las sondas. La cantidad de sondas hibridadas a una
sola molécula, y la intensidad de la sefial correspondiente a esta, se determina por comparacioén con una
serie de diluciones de oligonucledtidos estandarizada. Sin embargo, con FISH no se puede dar
seguimiento a la actividad transcripcional de una misma poblacion a lo largo del tiempo. Otra



desventaja es que la medicion depende del supuesto de que todos los transcritos a contar estén
hibridados. La cuantificacion de la sefial estd limitada por la precision que ofrezca la deconvolucion de
la imagen y su ajuste en imagen 3D [Chubb y Liverpool, 2010].

Un segundo método utiliza proteinas fluorescentes fusionadas con la proteina de la capside del
bacteriofago MS2, que reconoce una estructura de tallo-asa especifica presente en el genoma de ARN
del fago [Janicki et al, 2004]. Al transcrito a cuantificar se le afiaden copias de esta estructura tallo-asa
y se expresa la proteina fusionada en las c€lulas a revisar. En bacteria, esta cuantificacion se puede dar
en tiempo real bajo ciertas condiciones: un nimero reducido de transcritos a seguir, un elevado nimero
de copias de la estructura tallo-asa en los transcritos y un niimero lo suficientemente elevado de
proteinas fluorescentes para saturar sus blancos pero sin aumentar demasiado el ruido de fondo
[Golding et al, 2005]. La cuantificacion de transcritos ofrece dificultades similares a la FISH de ARNSs:
se debe estimar el nimero de proteinas fluorescentes que se asocian en las estructuras tallo-asa y se
requiere de un estandar de fluorescencia para compararse con los resultados obtenidos de ensayos
[Chubb y Liverpool, 2010]. No es posible contar el nimero de transcritos producidos en eucariotes con
este método [Chubb et al, 2006], pero se puede monitorear la dindmica de activacion transcripcional en
el sitio de la transcripcion [Tsukamoto et al, 2000] [Janicki et al, 2004]. Otro sistema similar al de MS2,
utiliza a la proteina de la capside del bacteriéfago PP7 y a su estructura tallo-asa blanco para medir la
iniciacion y elongacion de la transcripcion en levadura [Larson et al, 2011]. Ambos sistemas, MS2 y
PP7, pueden utilizarse en conjunto sin efecto de interferencia entre ellos [Hocine et al, 2013].

Un método novedoso para el marcado de transcritos hace uso del sistema aptamero-fluor6éforo
llamado Spinach. Este sistema consiste en un aptdmero de ARN de alrededor de 100 pares de bases, el
cual se asocia especificamente a un fluoréforo llamado DFHBI (3,5-difluoro-4-hidroxibencilideno
imidazolinona). Este fluoréforo tiene actividad fluorescente s6lo al asociarse al aptamero [Paige et al,
2011], por lo que el este método tiene poco ruido de fondo. Ademas, el recambio de moléculas del
fluordforo en el sistema Spinach hace al método tolerante al fotoblanqueo. El DFHBI puede pasar a
través de la membrana y no es toxica bajo la concentracion utilizada en los ensayos (10uM) [Paige et
al, 2011]. La cuantificacion del transcrito consiste en la medicion de la sefial proveniente del fluoréforo
asociado a aptameros fusionados al transcrito de interés. Por otro lado, el aptamero de ARN de Spinach
es inestable cuando esta unido covalentemente al transcrito a cuantificar, pues este ultimo le impide
formar una estructura secundaria estable. Existen dos soluciones a este problema: utilizando una
ribozima autocortante para separar al transcrito y al aptdmero después de su sintesis [Hofer et al, 2013],
y aumentando la estabilidad del aptamero [Strack et al, 2013]. No se conoce la eficiencia de medicion
de transcritos mediante Spinach o sus variantes a nivel de molécula tnica.



1.2.2 Métodos indirectos.

A partir de la actividad de proteinas reporteras, es posible estimar indirectamente la tasa de
transcripcion producida bajo el control de un promotor de interés condiciones basales o en respuesta a
un estimulo. Al ser reporteros sintentizados por la célula, no se requiere permear su membrana celular
(como en FISH), pero es necesario transfectar el material genético que contiene al gen del reportero.
Dos reporteros utilizados frecuentemente para medir dinamica transcripcional son la proteina verde
fluorescente desestabilizada o d2EGFP [Li et al, 1998] y la luciferasa de la luciérnaga Photinus pyralis
[White et al, 1995]. Su actividad es cuantificable, debido a que consiste en la emision de fotones. Su
tiempo de vida media reportado es similar en condiciones de cultivo y dentro de la célula, cercano a 2
horas para d2EGFP [Li et al, 1998] y la luciferasa [Ignowski y Schaffer, 2004], aunque puede variar
entre lineas celulares. La estabilidad baja de estos reporteros hace de su actividad sensible a cambios
sutiles en la tasa de sintesis del reportero, lo cual es importante si se considera que la actividad
transcripcional ocurren en ventanas de tiempo de minutos a horas. Comparado con estos reporteros, las
luciferasas de los crustaceos Gaussia princeps y Cypridina noctiluca, 6 la proteina verde fluorescente
(GFP), tienen tiempos de vida media elevados de 6 dias, 53 horas y 26 horas, respectivamente [Thorne
et al, 2010]. La d2EGFP y la luciferasa de P. pyralis pueden utilizarse en conjunto sin observarse
interferencia entre ellos [Harper et al, 2010] [Harper et al, 2011]. Los ensayos con estos reporteros son
en tiempo real, por lo que es posible reconstruir la tasa de transcripcion de los mismos en células
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Figura 3: Reconstruccidn de la actividad transcripcional de dos genes reporteros bajo el promotor de prolactina humana en
células individuales. (Panel A) Se muestran series de imagenes de luminiscencia (Luc) y fluorescencia (GFP) de cuatro
células diferentes, tomadas cada 4 horas durante un mismo ensayo. Las células analizadas expresan tanto a la luciferasa
de Photinus pyralis, como a la proteina fluorescente d2EGFP, ambas bajo el control transcripcional del promotor del gen de
prolactina humana. La intensidad de la sefal se representa mediante una regla de colores localizada en el extremo
derecho. (Panel B) Se presentan cuatro pares de gréficas, correspondientes a los resultados de la medicion de las cuatro
células mostradas en el Panel A. La gréfica de la izquierda indica la intensidad de la sefial de fluorescencia (linea verde) y
luminiscencia (linea roja) de la célula correspondiente a lo largo de 21 horas del ensayo. La gréafica de la derecha presenta
una reconstruccion de la tasa de transcripcion de los genes de luciferasa y d2EGFP, generada a partir de la actividad de los
reporteros. La sefial de luminiscencia aparentemente se acerca mas a la tasa de transcripcion a reportar, comparado con la
sefial de fluorescencia. Modificado de Harper et al, 2011.



individuales a partir de la mediciones de actividad obtenidas y con ayuda de modelos matematicos
basados en tasas de sintesis, degradacion y activacion de los transcritos y proteinas [Harper et al, 2011]
(Figura 3).

Con respecto a sus caracteristicas particulares, la d2EGFP es una variante desestabilizada de la
GFP que conserva su actividad fluorescente [Cormack et al, 1996] [Yang et al, 1996]. Contiene en su
extremo carboxilo un fragmento de la secuencia de degradaciéon PEST de la decarboxilasa de ornitina
de ratdn, la cual reduce su vida media de 26 a 2 horas [Rogers et al, 1986] [Ghoda et al, 1989]. Al igual
que otras proteinas derivadas de la GFP, la d2EGFP pasa por un proceso de maduracién en donde la
proteina cataliza la formacién de su cromoforo [Tsien, 1998]. Su actividad es lo suficientemente
brillante para capturar su sefial en cdmara usando tiempos de exposicion cortos (< 1 segundo), lo cual
favorece a la resolucion temporal del ensayo de dinamica transcripcional. Esta propiedad también
favorece la resolucion espacial del ensayo, pues la intensidad es suficiente para resolver la localizacion
del reportero a nivel subcelular. La d2EGFP es compatible con microscopia confocal y multifotonica
[Harper et al, 2010]. Una desventaja importante de usar A2EGFP como reportero es que la muestra a
estudiar debe irradiarse con luz excitatoria, lo cual resulta dafiino para la muestra en ensayos de larga
duracion. Por otro lado, la sensibilidad a concentraciones bajas de este reportero estd limitada por la
autofluorescencia de los sistemas biologicos, que impide distinguir la sefal del reportero del fondo.
So6lo es posible obtener una correlacion lineal entre concentracion de enzima y sefial bioluminiscente a
lo largo de 2 6rdenes de magnitud [Niswender et al, 1995].

La luciferasa de Photinus pyralis es una enzima cuya funcion es catalizar la oxidacion de un
sustrato especifico llamado D-luciferina, reaccion que puede producir la emision de un foton (ver
seccion 1.3 para informacion mas detallada). Su actividad no requiere de un proceso de maduracion,
por lo que es casi inmediata al liberarse del ribosoma [Wood, 1998]. La principal ventaja de la
luciferasa con respecto a las proteinas fluorescentes es la baja actividad de fondo. La luciferasa s6lo
puede catalizar la emision de fotones a partir de su interaccion con la D-luciferina [Marques y Esteves
da Silva, 2009] y este sustrato no puede emitir fotones espontineamente ni por interaccion con
moléculas enddgenas [Viviani, 2002]. Ademas, la muestra a analizar carece de reacciones de
bioluminiscencia endégenas. Esto permite que la lectura de la sefial de bioluminiscencia sea sensible a
concentraciones relativamente bajas del reportero. Tiene una correlacion lineal entre concentracion de
enzima y sefial bioluminiscente a lo largo de 7 ordenes de magnitud, lo cual le permite un elevado
rango dindmico en la medicion de actividad [Martin et al, 1996]. Los ensayos con luciferasa de P.
pyralis pueden llevarse a cabo de manera continua durante lapsos de tiempo extensos (hasta por 6
semanas [Leise et al, 2012]) sin que se reporten problemas en la viabilidad de la muestra ocasionados
por la luciferasa o el sustrato. La principal limitante de la luciferasa de P. pyralis es su tasa de emision
de fotones relativamente baja, pues a diferencia de la d2EGFP, se requieren tiempos de exposicion
largos (> 5 minutos) para obtener una sefial confiable por parte del reportero. Por lo anterior, su
actividad de bioluminiscencia es insuficiente para resolver la localizacion del reportero en



compartimentos subcelulares [Nakajima et al, 2010].

Los ensayos con la luciferasa de P. pyralis tienen una baja sefial de fondo y una elevada
sensibilidad a cambios en la actividad transcripcional. Ademas, la actividad casi inmediata del
reportero facilita la reconstruccion de la tasa de transcripcion regulada por el promotor a estudiar
(Figura 3). Por lo tanto, la luciferasa de P. pyralis es un buen reportero para medir la dinamica
transcripcional, y mejor reportero que la d2EGFP para este tipo de ensayos [Harper et al, 2011]. Otras
luciferasas, homologas de la de P. pyralis también se utilizan como reporteros, y comparten el mismo
mecanismo de bioluminiscencia que se presenta en la siguiente seccion.

1.3 Las luciferasas de insecto y su actividad bioluminiscente.

La luciferasa de P. pyralis forma parte de un conjunto de proteinas homodlogas, monoméricas, de
tamafio similar (~550 aminodcidos), denominados luciferasas de insecto [Ugarova y Brovko, 2002].
Las luciferasas de insecto tienen similitud estructural con las acil-CoA ligasas, por lo que se considera
que tienen su origen en este grupo de enzimas [Viviani, 2002]. A pesar de que se denominan luciferasas
de insecto, este grupo solo incluye a luciferasas provenientes de coledpteros de las familias Lampyridae
(luciérnagas), Elateridae (elatéridos) y Phengodidae (gusanos ferrocarrileros) [Viviani, 2002]. Todos los
miembros de este grupo generan luz por medio de la oxidacion de un mismo sustrato, la D-luciferina de
insecto [(S)-4,5-dihidro-2-(6-hidroxi-2-benzotiazolil)-4-acido tiazolecarboxilico] (D-LH,), a través de
la hidrélisis de ATP y el consumo de O,, con Mg2+ como cofactor [Ugarova et al, 1993]. Cada
luciferasa utiliza los mismos sustratos para emitir fotones bajo un rango especifico de longitudes de
onda, y el conjunto de luciferasas nativas presenta picos en su espectro de emision que van desde
~530nm (verde) hasta ~620nm (naranja-rojo) [Viviani, 2002] [Ugarova y Brovko, 2002]. La eficiencia
cuantica, la tasa de emision de fotones por cada molécula de D-luciferina oxidada, de P. pyralis es de
~0.41 [Ando et al, 2008], pero este valor es diferente para cada luciferasa.

Para toda luciferasa de insecto, la emision de fotones sigue una misma serie de reacciones.
Primero, la enzima forma un complejo ternario con una molécula de D-luciferina (D-LH») y una de
ATP, y utiliza el residuo carboxilico del anillo tiazol de la D-luciferina para catalizar la formacién de D-
luciferil-adenilato (D-LH,-AMP) y pirofosfato. Entonces, el anhidrido 4cido que une a los dos sustratos
originales es oxidado, lo que consume una molécula de O, y produce al intermediario dioxetanona; el
recién formado peroxido ciclico de la dioxetanona se decarboxila espontaneamente y produce
oxiluciferina en estado de singlete electronicamente exitado (Figura 4) [Ugarova y Brovko, 2002]. Esta
molécula tiene una vida media de 10ns [Hirano et al, 2009] y al relajarse se emite un foton.
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Figura 4: Actividad de la luciferasa de insecto. Se presentan las moléculas involucradas. Modificado de Navizet et al, 2010.

El proceso de relajacion y emision del foton es similar al observado en fluorescencia. La
oxiluciferina contiene un sistema conjugado, que es un conjunto de enlaces simples y dobles 6 triples
intercalados, en donde los orbitales m de estos enlaces actian como puentes por los cuales los
electrones pueden moverse libremente a lo largo del sistema. Al movimiento libre de electrones a lo
largo del sistema conjugado se le denomina deslocalizacion de carga. Durante la excitacion electronica
de una molécula, por fluorescencia o como producto de una reaccion (como la luciferina de insecto), el
electrén excitado circula por el sistema conjugado de la molécula, y a mayor nimero de enlaces
involucrados en el sistema, mayor serd la pérdida de energia durante la relajacion, y mayor sera la
longitud de onda del foton emitido.

Los ensayos que hacen uso de la expresion de la luciferasa para reportar actividad
transcripcional no afectan significativamente la concentracion de sus sutratos de origen celular, ATP y
O, [Rutter et al, 1998] [Ignowski y Schaffer, 2004]. Por otro lado, la actividad de la luciferasa es
sensible a cambios en la concentracion de sus sustratos y cofactores [Wood, 1999] [Thorne et al, 2010].
Por ejemplo, en condiciones de hipoxia, la baja concentraciéon de O, disminuye diréctamente la
actividad de la luciferasa [Lambrechts et al, 2014] e indiréctamente al disminuir la tasa de sintesis de
ATP [Moriyama et al, 2008].

1.3.1 Reacciones oscuras de la luciferasa e inhibidores.

Ademés de las reaccion de bioluminiscencia, la luciferasa puede catalizar otro tipo de
reacciones quimicas, denominadas oscuras por carecer de emision de fotones. Alrededor del 80% del
D-LH>-AMP que produce la luciferasa como intermediario es convertido en oxiluciferina, pero el resto
es oxidado en una reaccion alternativa que produce dehidroluciferil-adenilato (L-AMP) y peréxido de
hidrogeno [Marques y Esteves da Silva, 2009]. A su vez, la luciferasa cataliza otra reaccion con el L-
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AMP y una molécula de pirofosfato para producir dehidroluciferina y ATP [Marques y Esteves da
Silva, 2009]. La L-AMP, la dehidroluciferina y la oxiluciferina se consideran los principales
inhibidores de la luciferasa [Ribeiro y Esteves da Silva, 2008] [da Silva y da Silva, 2011]. Sin embargo,
en presencia de coenzima A, la luciferasa cataliza otra reaccion que transforma al L-AMP en
dehidroluciferil-CoA (L-CoA), que es un inhibidor débil que no afecta significativamente a la actividad
bioluminiscete [da Silva y da Silva, 2011] [Marques y Esteves da Silva, 2009]. La produccion de
perdxido de hidrogeno durante la primera reaccion oscura puede causar estrés oxidativo si esta alcanza
altas concentraciones. En cultivos celulares, la acumulacion de estrés oxidativo afectaria la viabilidad
celular o podria alterar la dindmica de expresion celular. Se debe de considerar este efecto al momento
de utilizar luciferasa en altas concentraciones durante ensayos de tiempo real. El uso de antioxidantes
en el medio de cultivo podria ser una opcidon para disminuir el efecto oxidante de la actividad de la
luciferasa.

La luciferasa puede catalizar reacciones de acil-CoA ligasa en &cidos grasos, los cuales acttian
como inhibidores de la bioluminiscencia in vitro, pero no in vivo [Matsuki et al, 1999] [Oba et al, 2003 ]
[Niwa y Ohmiya, 2004]. A pesar del uso de la Coenzima A como sustrato de las reacciones oscuras, la
expresion de luciferasa no parece alterar significativamente metabolismo de las células en donde se
expresa, al menos en lineas cancerosas [Johnson et al, 2014]. Por otro lado, la luciferasa es sensible a la
presencia de anestésicos, alcoholes y a analogos de benzotiazol y sus derivados, los cuales actian como
inhibidores [Thorne et al, 2010] [Leitdo y Esteves da Silva, 2010] o potenciadores [Auld et al, 2008].
De ser necesario tener que utilizar estos productos, se debe considerar el grado de interferencia que
tendran en la mediciéon de dindmica transcripcional.

1.3.2 Modulacion del color.

La actividad bioluminiscente de la luciferasa nativa de P. pyralis y de otras luciérnagas presenta
dos picos de emision de fotones con respecto a su longitud de onda: un pico de emisién mayor cerca de
longitudes de onda cercanos al color verde y otro pico de emision menor cercano al color rojo [Viviani,
2002] [Hosseinkhani, 2011]. El pico de emision verde es sensible a pH, y mientras mas acido es el
ambiente intracelular, menor es la emision de fotones bajo el rango observado del pico de emision
verde; el pico de emision roja es insensible a pH [Naumov et al, 2009] [Hosseinkhani, 2011]. Las
luciferasas provenientes de otros organismos pueden tener un sélo pico de emision, y en el caso de las
luciferasas con un so6lo pico de emision orientado al color rojo, son insensible a pH [Ando et al, 2008].
La emision de fotones a picos de emision con diferente longitud de onda por parte de las luciferasas es
un fendmeno sorprendente. Implica que las luciferasas modulan la estructura de la oxiluciferina
excitada para la emision de fotones a distintos rangos de longitud de onda.

El mecanismo por el cual las luciferasas de insecto pueden modular la longitud de onda de los
fotones emitidos no se ha definido completamente. El estudio de este fendmeno en diferentes

12



luciferasas de insecto, tanto nativas como mutantes en sitios especificos (en el sitio activo o con
funcioén estructural) ha ayudado a conocer elementos que son parte de este mecanismo. [Hosseinkhani,
2011]. Solo se requiere una conformacion quimica de la oxiluciferina, la cual contiene un grupo ceto en
el carbono 4 del anillo tiazol y un grupo fenolato en el carbono 6 del benzotiazol [Branchini et al,
2004]. Sin intervencion de la luciferasa, la conformacion ceto-fenolato emitiria fotones con una
longitud de onda cercana al rojo [Naumov et al, 2009]. Mediante el control de la polaridad del
microambiente del sitio activo y la inmobilizacion de la oxiluciferina, la luciferasa puede mover el
rango de color hacia el verde [Branchini et al, 2003] [Branchini et al, 2004] [Hirano et al, 2009]
[Navizet et al, 2010]. Este control de la polaridad lo consigue con ayuda de los residuos localizados en
el sitio activo de la enzima, y su interaccion con la oxiluciferina y el solvente (agua) es sensible a pH.
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2. Antecedentes.

2.1 Las luciferasas de insecto como reporteros transcripcionales

Actualmente existe una amplia variedad de luciferasas de insecto disponibles como reporteros,
tanto variantes modificadas de la de P. pyralis como ortdélogas [Almond et al, 2003] [Paguio et al,
2005] [Branchini et al, 2005] [Masamizu et al, 2006] [Li et al, 2010] [Nakajima et al, 2010] [Niwa et
al, 2010]. Estas luciferasas pasaron por un proceso de optimizacion con el propdsito de aumentar su
tasa de sintesis y evitar posibles interferencias en su expresion [Wood, 1998]. Para ello, se retiraron los
intrones del gen y se redujo al minimo el nimero de secuencias de regulacion transcripcional internas,
lo que aumenta su tasa de transcripcion y evita la activacion no deseada de su transcripcion. Se elimind
la secuencia peptidica de localizacion a peroxisoma (presente en algunas luciferasas). Se anadieron
secuencias de poliadenilacion suficiente (por ejemplo la de SV40) para aumentar la estabilidad de los
transcritos. Se afiadi6é una secuencia consenso Kozak y se cambi6 el uso de codones para favorecer su
sintesis en células de mamifero.

La ventaja de utilizar estas luciferasas de insecto radica en sus caracteristicas particulares, las
cuales pueden ser de utilidad para fines especificos. Por ejemplo, las luciferasas de elatéridos y gusanos
ferrocarrileros, asi como algunas variantes modificadas de las luciferasa de P. pyralis son insensibles a
pH [Seliger y McElroy, 1964] [Viviani, 2002]. Estas luciferasas son adecuadas para ensayos donde la
muestra se encuentra en condiciones de acidez. Si en cambio se necesitara de una sefal fuerte, se puede
utilizar la luciferasa de elatérido ELuc, cuya actividad bioluminiscente es tres 6rdenes de magnitud
mayor a la de P. pyralis [Nakajima et al, 2010]. A continuacidn se presentan dos ensayos de nuestro
particular interés que utilizan estas luciferasas: los ensayos de bioluminiscencia dual y los ensayos con
luciferasas desestabilizadas.

2.1.2 Las luciferasas de insecto en ensayos de bioluminiscencia dual.

Los ensayos duales consisten en la medicion secuencial de dos reporteros, con lo cual es posible
medir dos parametros asociados a un mismo proceso celular (por ejemplo, la respuesta transcripcional
de dos genes diferentes) [Almond et al, 2003]. Al ser los dos parametros medidos en el mismo ensayo y
en las mismas muestras, es posible establecer una relacion directa entre ambos durante un mismo
evento celular, lo cual no seria posible si se midieran estos parametros por separado. Estos ensayos
también se utilizan para la normalizacion de la actividad reportera de un reportero, mediante la
comparacion de su actividad con la de un co-reportero expresado constitutivamente. La normalizacion
ayuda a retirar el efecto de variacion producto del ensayo, por diferencias en la eficiencia de
transfeccion, densidad celular, u otros factores. Los ensayos duales también se utilizan para el estudio
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de la variabilidad natural en la expresion génica de células individuales, mediante el uso de la misma
secuencia de regulacion transcripcional para la expresion de los dos reporteros [Thorne et al, 2010]
[Harper et al, 2011].

Los reporteros que se emplean en ensayos duales normalmente tienen mecanismos y cinéticas
de actividad diferentes: la luciferasa de P. pyralis o variantes modificadas como primer reportero, y la
luciferasa de Renilla reniformis (no es homologa a las de insecto, usa coelenterazina en lugar de
luciferina como sustrato), la B-galactosidasa o proteinas fluorescentes como segundo reportero [Martin
et al, 1996] [Thorne et al, 2010] [Harper et al, 2011]. Es posible reconstruir la actividad transcripcional
de los genes reportados mediante modelos matematicos que consideren la tasa de sintesis y degradacion
de los transcritos y proteinas producidas [Thorne et al, 2010] [Harper et al, 2011].
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Figura 5: Picos de emisién de luciferasas utilizadas en ensayos de bioluminiscencia dual. (Panel A) Actividad
bioluminiscente relativa al maximo de tres luciferasas: CBG99, CBG68 y CBR, con respecto a su longitud de onda.
Modificado de Almond et al, 2003. (Panel B) Picos de actividad bioluminiscente con respecto al espectro de emision, de la
luciferasa de la luciérnaga nativa de Photinus pyralis y de luciferasas utilizadas en ensayos de bioluminiscencia. Se
presenta entre paréntesis el organismo de origen de la luciferasa nativa a partir de la cual se modificé su secuencia. el color
de fondo corresponde al tipo de fotones emitidos por las luciferasas (a longitudes de onda cercanas a verde o rojo). Datos
obtenidos de Almond et al, 2003, Branchini et al, 2005, Li et al, 2010 y Niwa et al, 2010.

Una alternativa al uso de reporteros con cinéticas de actividad diferente, la cual permita hacer
comparaciones confiables en la actividad de ambos reporteros, es el uso de luciferasas de insecto con
picos de emision diferentes. Lo anterior debido a que simplificaria la comparacion de la actividad de
los dos reporteros, al poseer cinéticas de actividad similares, al utilizar los mismos sustratos y a que se
evitan posibles intereferencias por parte de sustratos usados por enzimas diferentes [Thorne et al, 2010]
[Harper et al, 2011]. Si estas luciferasas emiten fotones en rangos lo suficientemente separados, la sefial
de cada enzima se puede extraer por medio de filtros durante el ensayo dual. Existen parejas de
luciferasas de insecto modificadas especificamente para ensayos duales de bioluminiscencia (Figura 5)
[Almond et al, 2003] [Kwon et al, 2010] [Mezzanotte et al, 2011]. De estas luciferasas, sobresale la
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pareja de reporteros CBG99 y CBR, modificadas de una misma luciferasa obtenida del elatérido
Pyrophorus plagiophthalamus (Figura 5). Estos reporteros tienen una elevada identidad nucleotidica
(99%) [Almond et al, 2003]. Por su elevada identidad se considera que ambos reporteros poseen tasas
de sintesis similar. Las diferencias en su secuencia nucleotidica estdn relacionadas con el rango de
emision de fotones de cada luciferasa, de acuerdo a la longitud de onda: 537nm para CBG99 (emision
verde) y 613 para CBR (emision roja) [Almond et al, 2003]. La distancia entre sus picos de emision es
adecuada para separar la sefial de cada luciferasa con ayuda de filtros, y estas luciferasas se utilizan
comunmente en ensayos de bioluminiscencia dual en cultivos celulares [Almond et al, 2003]. Su uso en
ensayos para células individuales podria servir para la medicion de la dindmica transcripcional regulada
por dos promotores relacionados a un mismo proceso, o bien, para el estudio de la variabilidad natural
de un promotor, retirando la contribucion del ensayo en la variabilidad por parte del co-reportero de
normalizacion.

2.1.3 Uso de luciferasas desestabilizadas.

La luciferasa de P. pyralis es una luciferasa con un tiempo de vida media relativamente bajo,
cercano a las 2 horas [Ignowski y Schaffer, 2004], caracteristica que le permite reportar cambios en la
actividad transcripcional. Sin embargo, este reportero es incapaz de reporter cambios ocurridos en
rangos de minutos. Para la medicion de la actividad transcripcional de estos eventos se pueden utilizar
reporteros desestabilizados por medio de fusiones traduccionales (Figura 6).
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Figura 6: Papel de la estabilidad de las luciferasas en ensayos de dinamica transcripcional. (Panel A) Grafica que muestra
la actividad hipotética de reporteros bioluminiscentes, los cuales reportan ciclos transcripcionales de 2 horas con 30 minutos
de transcripcion activa por ciclo. Cada linea representa la actividad de luciferasas con vida media de 6 (roja), 60 (verde) y
120 minutos (azul). El valor de cambio por induccién de cada luciferasa es de 4.87, 1.65 y 1.29, respectivamente. La tasa
de transcripcion activa es 5 veces la basal (Panel B) Esquema de una luciferasa fusionada a dos concatenados de
ubiquitina G76V (Ub), regulada bajo el promotor y la region no codificante 3' (3'UTR) de Hes1. Debajo del esquema, una
gréfica que muestra la actividad bioluminiscente promedio de esta luciferasa con respecto al tiempo, tras la induccion de
Hes1 por suero. Modificado de Masamizu et al, 2006.
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Una estrategia utilizada para desestabilizar reporteros consiste en la introduccion de fragmentos
de la secuencia de degradacion PEST de la decarboxilasa de ornitina de raton al reportero. La secuencia
PEST promueve el marcado de poliubiquitinas de la proteina fusionada y reduce su estabilidad [Rogers
et al, 1986] [Ghoda et al, 1989]. La proteina fluorescente desestabilizada d2EGFP contiene esta
secuencia [Cormack et al, 1996] [Yang et al, 1996], aunque la estabilidad del reportero depende
considerablemente de la linea celular, alcanzando tiempos de vida media de hasta 8 horas [Corish y
Tyler-Smith, 1999]. Otra estrategia, de particular interés, consiste en la insercion de ubiquitinas
modificadas. La sustitucion de la glicina 76 por valina (G76V) en esta proteina impide que las
hidrolasas de ubiquitinas actiien sobre ella, lo que aumenta la tasa de degradacion de la proteina
fusionada a esta ubiquitina [Stack et al, 2000] [Luker et al, 2003]. El efecto desestabilizador de las
ubiquitinas G76V es dependiente del nimero de copias utilizadas [Stack et al, 2000] [Masamizu et al,
2006], lo que permite modular la estabilidad del reportero fusionado. Esta estrategia se utiliz6 para
aumentar la sensibilidad de la luciferasa de P. pyralis (Figura 6b) [Masamizu et al, 2006] y podria
utilizarse en otras luciferasas, como por ejemplo las utilizadas en ensayos duales, para aumentar su
sensibilidad.

El uso de luciferasas desestabilizadas tiene por desventaja la disminucion de su actividad
bioluminiscente, debido a la baja concentracion de moléculas durante los ensayos. Estos reporteros
seran confiables siempre que la actividad reportada tenga valores de Relacion Sefial-Ruido aceptables.

2.1 El ciclo celular como modelo para evaluar la actividad reportera de
luciferasas.

La utilidad de las diferentes luciferasas de insecto suele demostrarse en ensayos de
bioluminiscencia en donde la expresion de los reporteros esté controlada por sistemas de regulacion
transcripcional bien estudiados. Los ritmos circadianos, la actividad oscilatoria de Hes! y el ciclo
celular son ejemplos de sistemas utilizados para la evaluacion de luciferasas [Wood, 1999] [Masamizu
et al, 2006] [Kwon et al, 2010]. De los sistemas presentados, el ciclo celular es un sistema que podria
ser de utilidad para evaluar la actividad reportera de diferentes luciferasas por razones que se exponen a
continuacion.

En células somaticas competentes (no diferenciadas, no senescentes y no apoptoticas), la
iniciacion del ciclo celular requiere de la presencia de ciertos factores de crecimiento polipeptidicos,
denominados mitogenos [Baserga, 1984]. En ausencia de mitogenos, las células se retiran del ciclo
celular y entran en fase quiescente G, [Zetterberg y Larsson, 1985] [Pardee, 1989]. El punto de control
que evaluia la informacion proveniente del ambiente y decide si continia o no el ciclo celular se
denomina punto de restriccion, localizado en la fase G, [Pardee, 1974] (Figura 7). Durante el paso por
el punto de restriccion, la progresion del ciclo celular se regula transcripcionalmente [Winkles, 1998].
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Los genes regulados en el punto de restriccion se pueden clasificar en dos grupos, de acuerdo a
la temporalidad de su expresion: de expresion temprana y de expresion tardia. Los genes de expresion
temprana se caracterizan por responder directamente a la induccidon por mitdgenos e inducir su
expresion a las 0.5-2 horas después de la adiciéon de mitdégenos [Winkles, 1998]. Los genes de
expresion tardia se expresan horas después de la adiciéon de mitdégenos, pues dependen de la expresion
de los genes de respuesta temprana-inmediata [Winkles, 1998]. El momento de la expresion de estos
genes depende del conjunto de elementos de union a factores de transcripcion localizados en la region
del promotor de cada gen. Por ejemplo, el promotor del gen de expresion temprana c-Fos contiene
elementos de union a factores de transcripcion que en respuesta a suero actuan como activadores: el
elemento sensible a suero (SRE), el elemento sensible a calcio y a AMP ciclico (CaCRE), el sitio de
unidn al factor nuclear 1 (NF-1) y el elemento inducible a v-sis (SIE) [Hipskind y Nordheim, 1991]
[Runkel et al, 1991] [Sadowski et al, 1993]. Este promotor también contiene un sitio de unién a la
proteina activadora 1 (AP-1), la cual reprime la transcripcion de c¢-Fos por medio de una
retroalimentacion negativa, pues la proteina c-Fos forma parte del factor AP-1 [Schonthal et al, 1989]
[Konig et al, 1989]. En cambio, el promotor del gen de expresion tardia ciclina A2 contiene elementos
de union a factores de transcripcion que responden al paso de la fase G, a S: el elemento dependiente
del ciclo celular (CDE), la regiéon de homologia de genes del ciclo celular (CHR), el sitio de union al
factor nuclear Y (NF-Y) y a CaCRE [Henglein et al, 1994] [Schulze et al, 1995] [Zwicker et al, 1995]
[Kramer et al, 1996] [Huet et al, 1996]. Ambos promotores contienen un sitio de union a la proteina de
especificidad 1 (Sp-1), cuya funcioén en estos promotores no esta estudiada, pero podria actuar como
coactivador de la transcripcion [Li y Davie, 2010]. En la Figura 8 se presentan los dos promotores
mencionados y los sitios de unién a factores de transcripcion identificados dentro de ellas. Queda
destacar que el promotor de c-Fos contiene un elemento regulador rio-abajo (DRE), pero cuya funcion
no se relaciona con el control del ciclo celular en células somaticas [Carrion et al, 1999].
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Es posible controlar la expresion de genes regulados por el punto de restriccion mediante la
privacion y adicidon de suero, un reactivo relativamente barato [Runkel et al, 1991] [Henglein et al,
1994] [Wood, 1999]. Es posible sincronizar el ciclo celular de células 3T3 (una linea celular no
transformada) mediante privacion de suero por 24 horas, alcanzando una eficiencia de sincronizacion
mayor al 90% [Wood, 1999]. Existen ejemplos de ensayos de bioluminiscencia para dindmica
transcripcional utilizando a la luciferasa de P. pyralis, y a los promotores de los genes de expresion
temprana c-Fos y c-Myc humanos, y los de expresion tardia Ciclina A2, CDC2, E2F y Ciclina B
humanos (Figura 9).

La respuesta bioluminiscente a la adicion de suero en estos ensayos fue reproducible y robusta,
es decir, la mayoria de las células en todos los ensayos aumentaron su actividad bioluminiscente de
manera significativa y casi sincronizada [Wood, 1999]. Como ejemplo, la expresion de luciferasa bajo
el promotor de c-Fos humano se mantuvo reprimida en ausencia de suero, pero tras la adicion de suero
se observo un cambio por induccién robusto, con un maximo de 5.8 + 0.8 veces la sefial basal a las 5
horas post-suero (Figura 9b). En el caso del promotor de Ciclina A2 humano, la expresion de luciferasa
aumento a partir de las 12 horas post-suero y alcanzé un cambio por induccion maximo de 20.6 + 4.6
veces la sefial basal a las 23 horas post-suero (Figura 9c). Debido a lo econdmico, robusto y
reproducible de este ensayo, el modelo de regulacion transcripcional durante el paso por el punto de
restriccion es conveniente para probar la actividad dinamica de reporteros bioluminiscentes.
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Figura 9: Actividad bioluminiscente promedio de células 3T3 sincronizadas, tras la adicion de suero al medio. (Panel A)
Gréfica que indica la sefial promedio obtenida de células individuales microinyectadas con diferentes plasmidos de
expresion de luciferasa de P. pyralis. Cada plasmido contiene al gen reportero regulado por los promotores de los genes
humanos del ciclo celular c-Fos, c-Myc, ciclina A2, CDC2, E2F1 y ciclina B. Cada linea representa la sefial promedio de
células microinyectadas con el mismo plasmido. El gen del promotor utilizado en cada plasmido y el color asociado a este
se muestra en la esquina superior derecha. Para comparar la respuesta de cada plasmido, la sefial presentada es relativa
al pico de actividad observada para cada plasmido. (Paneles B y C) Gréficas que indican la sefial promedio y desviacion
estandar obtenida de células individuales microinyectadas con plasmidos de expresion de luciferasa, regulada por los
promotores de los genes de c-Fos y ciclina A2, respectivamente. Cada linea representa la sefial promedio de células
microinyectadas bajo las condiciones indicadas en el recuadro, durante la adicién de suero o en ausencia de este como
control negativo. Cada medicion requirié de 30 minutos de exposicién. Modificado de Wood, 1999.
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El proyecto presentado en esta tesis consistio en la implementacion de un ensayo de dindmica
transcripcional en células individuales que permita evaluar la actividad dinamica de dos luciferasas de
insecto utilizadas en ensayo duales: CBG99 y CBR. Con el ensayo en células individuales se desea
obtener una herramienta que permita estudiar el papel de la dindmica transcripcional de genes cuyos
productos estén involucrados en un proceso de interés. Como se comentd en la introduccion, la
actividad transcripcional de un gen en células individuales varia a través del tiempo y de célula a
célula. Esta variacion es capdz de influir en el desarrollo de los procesos bioldgicos, por lo que es
conveniente medir la dindmica transcripcional de genes involucrados en un proceso a estudiar.

Para considerar que las luciferasas a usar son adecuadas para medir dindmica transcripcional, su
actividad bioluminiscente debe generar valores de Relacion Sefial-Ruido aceptables durante el ensayo y
debe responder a cambios en su tasa de sintesis. De obtenerse resultados positivos, se considerara la
posibilidad de implementar un ensayo dual de bioluminiscencia. Este tipo de ensayo permitird medir de
manera consecutiva dos parametros de interés, por ejemplo la dinamica transcripcional de dos genes
involucrados en un mismo proceso bioldgico.

Se utilizo al control del ciclo celular durante el punto de restriccion como modelo de regulacion
transcripcional. Para la expresion de ambas luciferasas se seleccionaron los promotores de dos genes de
expresion temprana y de expresion tardia del ciclo celular: c-Fos y Ciclina A2 humanos. Ambos
promotores ofrecieron una respuesta fuerte y robusta a la adicion de suero en los ensayos de referencia
[Wood, 1999], razén por la cual se eligieron para evaluar a los reporteros. Ademas de evaluar la
actividad reportera de CBG99 y CBR, se construyeron fusiones traduccionales entre ambas luciferasas
y un concatenado de 4 ubiquitinas G76V, con el fin de reducir la vida media de estos reporteros. Estas
fusiones se utilizaron también en los ensayos de dindmica transcripcional, para comparar su actividad
con la obtenida de las luciferasas sin modificar.

También en este proyecto, se construyeron vectores con el proposito de utilizarlos
posteriormente en ensayos de vida media. Los genes de luciferasa contenidas en estos plasmidos fueron
CBG99 y CBR, ademés de Luc2 y ELuc cuya vida media es conocida [Ignowski y Schaffer, 2004]
[Nakajima et al, 2010]. En estos vectores se coloco al promotor constitutivo de timidina cinasa (TK)
del virus de herpes simple [Jones et al, 1985], que a pesar de la baja tasa de sintesis de transcritos que
ofrece, se evitan los problemas de utilizar promotores mas fuertes. Estos promotores pueden reprimir la
expresion de genes en plasmidos por medio del acaparamiento de factores de transcripcion generales
[Reddy et al, 1995]. Ademas, la expresion de los genes regulados por promotores fuertes es sensible a
la progresion del ciclo celular [Banik et al, 1996] [Brightwell et al, 1997], y varia entre lineas celulares
[Qin et al, 2010]. Conocer el tiempo de vida media de las luciferasas CBG99 y CBR permitird
corroborar el potencial que tienen como reporteros dinamicos; si su vida media es demasiado elevada,
no reportaran eficientemente cambios sutiles en la expresion.
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3. Hipobtesis

Las luciferasas de insecto CBG99 y CBR son reporteros adecuados para llevar a cabo ensayos de
monitoreo de la dindmica transcripcional de un promotor en células individuales, por lo que podrian ser
utilizados simultdneamente en ensayos duales de bioluminiscencia por microscopia.

4. Objetivos

4.1 Objetivo General

Implementar un ensayo de dindmica transcripcional en células individuales, basado en el ciclo celular,
que permita caracterizar la dinamica de la actividad de las luciferasas CBG99 y CBR.

4.2 Objetivos Particulares

1. Construir plasmidos vectores que contengan la region codificante de los genes de luciferasa de
elatérido CBG99 y CBR, bajo el control transcripcional de la secuencia promotora de los genes
c-Fos y Ciclina A2 (4 vectores en total).

2. Llevar a cabo ensayos de bioluminiscencia en células transfectadas con plasmidos que expresen
CBG99 6 CBR bajo los promotores de c-Fos y Ciclina A2.

3. Modificar la estabilidad de CBG99 y CBR a través de fusiones traduccionales con concatenados
de la ubiquitina no hidrolizable G76V.

4. Construir plasmidos vectores que contengan la region codificante de los genes de luciferasa
CBGY9, CBR, ELuc y Luc2, bajo el control transcripcional de la secuencia promotora del gen
de timidina cinasa del virus de herpes simple.
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5. Materiales y métodos:

5.1 Biologia molecular

5.1.1 Extraccion de ADN gendmico humano.

Se prepararon las siguientes soluciones:

*  Solucién amortiguadora de lisis.

Para preparar 10mL: 58mg de NaCl

190uL de Tris-HCl a 1.5M, pH 8.0

50uL de EDTA a 500mM, pH 8.0

500pL de SDS a 10%

Completar con agua Milli-Q (Merck-Millipore)

* Proteinasa K. Guardado en alicuotas de 10mg/mL a -20°C.

* Acetato de potasio a SM.

El protocolo utilizado fue el siguente:

1.
2.

10.
11.

12.

Se colocaron ~50 cabellos humanos con raiz en un tubo Eppendorf de 1.5mL.

Se anadieron 200uL de solucion amortiguadora de lisis y se incubd a 98°C por 20
minutos.

Se dej6 enfriar por 15 minutos a temperatura ambiente.

Se agregaron SuL de proteinasa K a 10mg/mL y se incub6 a 55°C por 4 horas a 450
rpm.

Se afiadieron 200uL de acetato de potasio a SM. Se mezclo por pipeteo.

Se afiadieron 500uL de cloroformo. Se mezclé con ayuda de un agitador por vortex a
maxima velocidad por 5 minutos.

Se centrifugd por 8 minutos a 12000 rpm.

La muestra se separd en dos fases después de la centrifugacion. Se tomo la fase superior
de la solucioén y se traspasé a un tubo Eppendorf de 1.5mL.

Se afiadieron dos volumenes de etanol al 100% y se mezcl6 por inversion.

Se centrifugd por 20 minutos a 12000 rpm.

El sobrenadante en el tubo se retir6 por decantacion, dejando solo la pastilla de ADN y
residuos. El etanol restante se dejo evaporar: ya sea a temperatura ambiente o calentando
el tubo con ayuda de una placa incubadora.

Se disolvio la pastilla en 150puL de agua Milli-Q o de alguna solucién amortiguadora de
elusion para ADN mediante agitacion por vortex.
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5.1.2 Amplificacién de fragmentos por reaccion en cadena de la
polimerasa de ADN (PCR).

Las amplificaciones requirieron de los siguientes cebadores:
c-fos For out : CCA CTT TCT GCT TCC AAA CGC
c-fos Rev_out : CGT GGC GGT TAG GCAAAG C
c-fos For : CCC GAG GGC TGGAGGTTAG
c-fos Rev : CGG CTC AGT CTT GGC TTC TC
ciclinaA2 For : CCT CGC TCA CTA GGT GGC T
ciclinaA2 Rev : CAG CTC GAG ACCACG CA

El protocolo para el promotor de c-Fos humano fue el siguiente:

1. Se prepard una solucion de 25uL con lo siguiente:
13.65uL de agua Milli-Q
2.5uL de amortiguador para DreamTaq™ (# Cat. EP0702, Fermentas)
1.25uL de dimetilsulféxido (DMSO) *
0.5uL de solucion de ANTPs a 10mM
0.5uL de oligo c-fos For out a 80pmol/uL
0.5uL de oligo c-fos Rev_out a 80pmol/pL
0.1uL de polimerasa de ADN DreamTaq™
SuL de solucion de templado de ADN

2. Se coloc6 en termociclador, bajo los siguientes parametros:
95°C por 4 minutos
94°C por I minuto |
55°C por 1 minuto ‘ 34 ciclos
74°C por 1 minuto
74°C por 10 minutos
15°C al terminar

3. El producto de amplificacion sirvié de templado para un segundo PCR. Se prepar6 una

solucion de 25uL con lo siguiente:

21.3pL de agua Milli-Q
2.5uL de amortiguador para DreamTaq™
0.5uL de solucion de dNTPs a 10mM
0.05uL de oligo c-fos For a 80pmol/uL
0.05uL de oligo c-fos Rev a 80pmol/pL
0.1uL de polimerasa de ADN DreamTaq™
0.5uL de templado de ADN

4. Se coloc6 en termociclador, bajo los siguientes pardmetros:
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95°C por 4 minutos

94°C por 1 minuto ‘

55°C por 1 minuto - 28 ciclos
74°C por 1 minuto ‘

74°C por 10 minutos

15°C al terminar

El protocolo para el promotor de Ciclina A2 humano fue el siguiente:

1. Se prepar6 una soluciéon de 25uL con lo siguiente:
13.4uL de agua Milli-Q
2.5uL de amortiguador para DreamTaq™
2.5uL de DMSO *
0.5uL de solucion de ANTPs a 10mM
0.5pL de oligo ciclinaA2 For a 80pmol/uL
0.5uL de oligo ciclinaA2 Rev a 80pmol/uL
0.1uL de polimerasa de ADN DreamTaq™
SuL de solucion de templado de ADN

2. Se colocé en termociclador, bajo los siguientes parametros:
95°C por 4 minutos
94°C por 1 minuto ‘
65°C por 1 minuto - 34 ciclos
74°C por 1 minuto ‘
74°C por 10 minutos
15°C al terminar

* El dimetilsulfoxido, DMSO, es un compuesto organico que inhibe la formacion de estructuras
secundarias en el ADN. Se utiliza para facilitar la interaccion entre templado de ADN y cebador,
especialmente en secuencias que contienen un porcentaje elevado de guaninas y citocinas. Se
recomienda que la cantidad de DMSO utilizada en la solucion de amplificacion no debe de ser mayor a
5% del voliimen total, para evitar que interfiera con la actividad de la polimerasa.
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5.1.3 Electroforesis en gel de agarosa.

Se prepararon las siguientes soluciones:
* Solucion amortiguadora TAE 10X

Para preprarar 1L: 48.4g de Tris-base

11.4mL de solucion de acido acético glacial a 1.14%
20mL de EDTA a 500mM, pH 8.0
Completar con agua destilada.

*  Solucién amortiguadora SB 20X

Para preprarar 1L:  8g de NaOH
45g de H3BO3
Completar con agua destilada.

* Solucion de carga 6X

Para preparar 2mL: 2.5puL de azul de bromofenol
600uL de glicerol
1397.5uL de agua Milli-Q

Se utilizaron los marcadores moleculares 1kb DNA Ladder (# Cat. GC-015-003-050, GeneCraft),
GeneRuler™ DNA Ladder Mix (# Cat. SM0332, Fermentas), VersaLadderr™ 100-10,000bp (# Cat.
D012, GoldBiotechnology), KAPA Universal Ladder (# Cat. KK6303, KAPA).

El protocolo de electroforesis fue el siguientes:

l.

Se mezclod agarosa en una solucidon amortiguadora a 1X: si el fragmento a obtener es
menor a 1kb, se utiliz6 la solucién SB a 1X y agarosa a valores de 1-2%; caso contrario,
se utilizo la solucion TAE a 1X y agarosa a valores de 0.6-1% (un gel a 1% de agarosa
contiene 100mg de agarosa por cada 10mL de solucion amortiguadora a 1X).

La solucion se calentd mediante microondas hasta punto de ebullicion y se agitd
suavemente. Este paso se repitié hasta conseguir una solucion uniforme. Se vertid la
solucion en el molde, se coloco el peine para pozos y se dejo enfriar.

Una vez solidificado, el gel se colocé en la caja de electroforesis. Se lleno la caja con la
misma solucion amortiguadora a 1X hasta cubrir el gel.

Cada muestra a analizar se mezcld con la solucion de carga 6X a proporcion 1:5. Una
vez mezclado, cada muestra se cargd en un pozo correspondiente del gel de agarosa. Se
colocd en otro pozo el marcador de peso molecular.

Se encendi6 la cdmara de electroforesis, con un voltaje inicial de 25V; una vez que la
solucion de carga se observo completamente fuera del pozo, el voltaje aument6 a 50-
100V hasta que la solucion de carga haya recorrido la mitad del gel.

Se apag6 la camara de electroforesis. El gel se colocd en un recipiente con 20mL de
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agua destilada y 10-20puL de bromuro de etidio a 1mg/mL, y se dejo tefiir durante 20-30
minutos.

7. El gel se colocd en un transiluminador y se irradi6é con luz ultravioleta, para visualizar
las bandas de ADN:bromuro de etidio.

5.1.4 Extraccion de ADN de geles de agarosa.

Se colocd un plastico transparente limpio encima del transiluminador para evitar la contaminacion del
gel. Para evitar la degradacion del ADN, la radiacion con luz ultravioleta se utilizé el menor tiempo
posible. La seccion del gel que contiene la banda de ADN de interés se separd del resto con ayuda de
una navaja limpia y se coloco en un tubo Eppendorf de 1.5mL. Se utiliz6 el equipo GeneJET™ Gel
Extraction Kit (# Cat. K0692, Fermentas) para extraer el ADN de la seccion del gel.

5.1.5 Digestion de ADN mediante endonucleasas de restriccion.

En general, la solucién de digestion sigui6 el protocolo siguiente:
1. Se mezcld en una solucion de 20uL * :
2uL de la solucion amortiguadora 10X adecuada
0.5uL de cada endonucleasa de restriccion a utilizar
~1ug del plasmido a seleccionar **
Completar con agua Milli-Q.
Se incub6 a 37°C por al menos dos horas (Se puede incubar durante toda una noche).

3. Enlos casos en los que se procedio a la defosfatacion de los productos de digestion, antes de
eso las endonucleasas se inactivaron por incubacién a 80°C por 20 minutos y después se
colocaron en hielo por 5 minutos.

4. Se comprobo¢ la digestion mediante electroforesis en gel de agarosa.

* En los casos donde se llevd a cabo una triple digestion, la solucion final aumentd su volumen a 30uL

y la solucion amortiguadora 10X sube a 3pL.
** Se recomienda aumentar la cantidad del plasmido si la banda esperada es de tamafio corto.

5.1.6 Cuantificacion de la concentracion de ADN en solucioén.

Se siguieron dos estrategias. La primera requiri6 de la electroforesis y tincion de una muestra de 1-5uL
en un gel de agarosa junto con un marcador de peso molecular. Se aprovecho el conocimiento de la
masa de ADN en las bandas del marcador para estimar la masa del ADN en la banda muestra, y a partir

de esta, la concentracion de ADN en solucion.
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La segunda estrategia, de mayor precision, aprovecho la capacidad de los 4cidos nucléicos para
absorber la luz ultravioleta. Con ayuda de un espectrofotometro, la muestra se expuso a un haz de luz
ultravioleta de 260nm de longitud de onda, a la vez que se cuantificé el numero de fotones que
atravesaron la muestra sin ser absorbidos. La concentraciéon de ADN se cuantifico siguiendo la ley de
Lambert-Beer, con la cual se obtuvo una relacion entre la absorbancia de la muestra medida y la
concentracion de acidos nucléicos en esta. Se utilizaron los equipos NanoDrop™ 1000 V3.7 (Thermo
Scientific) y NanoPhotometer™ Pearl (IMPLEN).

5.1.7 Defosfatacion de ADN.

Se utilizo la fosfatasa de camaron del artico, SAP, (# Cat. EFO511, Thermo Scientific) para retirar los
grupos fosfato en los extremos del fragmento. Al carecer de grupos fosfatos, no pueden recircularizarse
durante la ligacion. Se defosfataron preferentemente los vectores recipiente con extremos romos o
cohesivos complementarios entre si.

El protocolo de defosfatacion fue el siguiente:

1. Se afiadié 1pL de SAP a la solucion con el fragmento a defosforilar.

2. Seincubo a 37°C por 1 hora.

3. Seincubd a 65°C por 15 minutos para desactivar la SAP.

4. Si la solucién sélo contiene el fragmento de interés, se purificd utilizando el equipo de
purificacion de geles, usando los pL de solucién como si fueran mg de gel. Si se trat6 de
una solucion con varios fragmentos de ADN, pero so6lo uno es de interés, la muestra
paso primero por electroforesis en gel de agarosa y se purifico la banda de interés.

5.1.8 Ligacion de ADN.

El protocolo de ligacion fue el siguiente:

1. Se prepar¢ la siguiente solucion en 16-20 pL:
50 ng de vector abierto
el fragmento a insertar a una proporcion estequiométrica de 1:3 a 1:5 *
1.6-2 puL de amortiguador para ligasa T4 10X
I uL de ligasa T4 **
Completar con agua Milli-Q

2. Se incubo 30-60 minutos a temperatura ambiente.

Para ligaciones con fragmentos con extremos a rellenar/rasurar, el protocolo fue el siguiente:
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1. Se prepar6 la siguiente solucion en 19 pL:
50ng de vector abierto
el fragmento a insertar a una proporcion estequiométrica de 1:3 a 1:5 *
2 uL de amortiguador para ligasa T4 10X
0.5 puL de solucion de dNTPs a 10mM
0.1 puL de polimerasa de ADN Pfu (# Cat. EP0501, Thermo Scientific)
Completar con agua Milli-Q
2. La solucién se incubo 10-20 minutos a 70°C.
3. Se enftrio6 en hielo durante 5 minutos.
4. Se adiciond 1 pL de ligasa T4 ** y se incub6 30-60 minutos a temperatura ambiente.

* Para calcular la cantidad de inserto necesario, se utilizo la siguiente formula:

ng de inserto = (ng de vector) x (pb de vector) x (proporcion inserto:vector)
pb del inserto

** La ligasa T4 a concentracion 1 Weiss (Weiss = u /uL) (# Cat. EL0016, Fermentas) se utilizo si la
ligacion involucra ADN con extremos cohesivos; para extremos romos O rasurados se utilizo a
concentracion 30 Weiss (# Cat. EL0013, Fermentas).

5.1.9 Preparacion de cajas bacteriologicas.

Se prepararon los siguientes medios:
* Medio Luria Bertani (LB).
Contiene: 10g/L de triptona BactoTM (# Cat. 211705, BD Difco)
10g/L de NaCl
5g/L de extracto de levadura BactoTM (# Cat. 212750, BD Difco)
1. Se disolvid cada ingrediente perfectamente antes de anadir el siguiente.
2. Se ajustd el pH a 7, con aproximadamente 300puL de NaOH 10N.
3. Se coloco en alicuotas de 50mL.
4. Se esterilizo por autoclave.
5. Se almacen¢ a temperatura ambiente.
* Medio LB so6lido.
1. A 1L de medio LB, se agregaron 15g de agar BactoTM (# Cat. 214010, BD Difco).
2. Se colocé en alicuotas de 250mL.
3. Se esterilizo por autoclave.
4. Se almacen6 a temperatura ambiente.
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Se prepararon los siguientes antibidticos:

* Ampicilina 1000X: 2g de ampicilina sédica en 10mL de agua Milli-Q (200mg/mL).

e Kanamicina 1000X: 500mg de kanamicina sulfato en 10mL de agua Milli-Q (50mg/mL).
Estas soluciones se almacenaron en alicuotas de 500uL a -20°C.

Se calentd6 una alicuota de medio LB soélido por medio de horno de microondas a baja
intensidad hasta su licuefaccion. Después, se esperd a que la temperatura fuese tolerable al tacto. Para
las cajas que se utilizardn en seleccion por antibidtico, se afiadié y mezclo este a proporcion 1:1000
(para una concentracion final de 200pg/mL de ampicilina o de 50ug/mL de kanamicina). Se verti6 el
medio en las cajas bacteriologicas bajo la esterilidad producida por el fuego de un mechero Bunsen.

5.1.10 Transformacion de bacterias por choque térmico.

Este método consiste en la generacion de poros en la membrana celular de bacterias competentes,
mediante un aumento repentino y breve en la temperatura. A través de estos poros se introducen los
plasmidos a clonar. Se utilizaron células de la cepa DH5-a de la bacteria Escherichia coli como células
competentes.

El protocolo utilizado fue el siguiente:
1. Se coloco una alicuota de células competentes en hielo, para descongelarla lentamente.
2. Se vertieron 10uL del producto de ligacién 6 al menos Ing de pladsmido cerrado en un
tubo Eppendorf de 1.5mL, 1 tubo por muestra, y se colocaron en hielo.
3. Para cada tubo se adicionaron 50-100uL de la alicuota de células competentes y se
mezclo suavemente.

4. Se dejaron los tubos 5 minutos en hielo.

5. Se colocaron los tubos a 42°C por 45 segundos.

6. Se dejaron los tubos 5 minutos en hielo.

7. Se encendid un mechero Bunsen para esterilizar el area de trabajo. A cada tubo se
anadieron 900uL de medio LB.

8. Se incubd por 45-60 minutos a 37°C en agitacion a 900-1000 rpm.

9. Se centrifugaron los tubos a 12000 rpm por 10-15 segundos. Se retir6 el excedente de
medio por decantacion. Quedaron 100-200puL de medio y la pastilla de células.

10. Se agit6 por vortex ligeramente hasta resuspender las células competentes en el medio.

11. Las células suspendidas se sembraron en las cajas bacterioldgicas correspondientes.

12. Se incub6 por 12-14 horas a 37°C.

13. Se dejo enfriar a temperatura ambiente. Se sell6 con Parafilm y se guardé a 4°C.

28



5.1.11 Ensayo de seleccion azul y blanco.

Para este ensayo se distribuyd de manera uniforme 100uL de IPTG (isopropil-B-D-1-
tiogalactopiranésido) a 100mM y 20uL de X-gal (5-bromo-4-cloro-indolil-B-D-galactopirandsido) a
40mg/mL sobre la superficie del medio solido de cada caja bacteriologica a utilizar. Las cajas se
dejaron secar en incubadora hasta evaporarse el DMSO de la solucion de X-gal. Las clonas a revisar se

sembraron en estas cajas.

Las clonas que tuvieron actividad de B-gal crecieron en colonias con coloracion azul, y las que
no, crecieron en colonias blancas. Esto se debe a que -gal toma como sustrato a X-gal en una reaccion
cuyo producto final es un compuesto insoluble de color azul. El1 IPTG es un inductor de la expresion de

B-gal.

5.1.12 Minipreps.

Se prepararon las siguientes soluciones:
*  Solucion P1.
Contiene: 50mM de glucosa
25mM de Tris-HCI, pH 8.0
10mM de EDTA
Se almacend en alicuotas de 50mL a temperatura ambiente.
*  Solucion (de lisis) P2.
Contiene: 200mM de NaOH
1% de SDS
Se prepar6 al momento, no se puede guardar.
*  Solucioén (de neutralizacion) P3.
Para preparar 1L: 600mL de acetato de potasio a SM, pH 5.5
115mL de solucion de acido acético glacial a 1.14%
285mL de agua Milli-Q
Se almaceno en alicuotas de 50mL a -4°C.

El protocolo siguiente se utilizd6 para recuperar pldsmidos que se utilizaron para digestiones o
transformacion de células competentes:
1. Se prepararon cajas bacterioldgicas con medio solido LB y el antibidtico requerido para
seleccion. Estas cajas se utilizaron para generar un banco de colonias.
2. Por cada colonia a picar, se prepararon 3-5mL de medio LB con antibiotico a 1X en
tubos de ensayo. Cada tubo se etiquetd y se inoculd el medio con ayuda de un asa, la
cual se usd para picar una colonia de células transformadas. También se inoculd una
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10.

11.
12.
13.
14.

15.

seccion de la caja del banco de colonias, la cual fue etiquetada con la misma marca que
el tubo correspondiente. Entre colonia y colonia, el asa se esterilizé con ayuda de etanol
y el fuego del mechero.

Los tubos se incubaron con movimiento a 37°C durante 14-16 horas, mientras que el
banco de colonias se incub6 sin movimiento a 37° durante 12-14 horas.

Se centrifugd por partes las bacterias de los tubos de ensayo en tubos Eppendorf de
1.5mL a 12000 rpm durante 15-20 segundos. Se retird el sobrenadante mediante
decantacion y micropipeta.

. A cada tubo se afiadi6 100uL de solucion P1 y 10uL de RNAsa A. Se resuspendieron las

células mediante agitacion por vortex hasta no quedar agregados de células.

Se adicionaron 100puL de soluciéon P2 a cada tubo. Se mezcld por inversion hasta que la
solucion quede trasliicida. Se incubd a temperatura ambiente a no mas de 5 minutos.

Se adicionaron 120uL de solucidon P3 a cada tubo. Se mezcld por inversion y se incubod
durante 5 minutos a temperatura ambiente.

Se centrifugd a 12000 rpm durante 10 minutos.

Para cada tubo se tomo el sobrenadante utilizando micropipeta, y se pasé a un tubo
nuevo. Se evito traer contenido de la pastilla.

Se agrego6 al sobrenadante 200uL de isopropanol. Se mezcld por inversion e incub6 1
minuto a temperatura ambiente.

Se centrifugd a 14000 rpm durante 3 minutos. Se retird el isopropanol por decantacion.
Se agregaron 500uL de etanol al 70% y se mezclo por inversion.

Se centrifugd a 14000 rpm durante 1 minuto.

Se retird el etanol por decantacion. El etanol restante se dejo evaporar a temperatura
ambiente o por calor con ayuda de una placa para tubos.

La pastilla de ADN se disolvié mediante agitacion por vortex en 35uL de agua Milli-Q 6
de alguna solucion amortiguadora para elusion de ADN.

Para recuperar plasmidos para secuenciacion o transfeccion se siguid el procedimiento arriba
mencionado para crecer la poblacion de colonias. Los pasos de lisis alcalina y purificacion se llevaron
acabo con el equipo de purificacion por columna QIAprep® Spin Miniprep Kit (# Cat. 27106,
QIAGEN), siguiendo el protocolo para microcentrifuga indicado en el manual.

5.1.13 Maxipreps.

Para crecer las colonias seleccionadas se utilizaron 100 6 250mL de medio LB con el antibidtico de
seleccion a 1X. El medio se inoculd con una punta esteril de micropipeta, con la cual se pico la colonia
de interés. Se incubd con movimiento a 37°C durante 14-16 horas. Para la obtencion de plasmido se
utilizé el equipo de purificacion por columna Plasmid Maxi Kit (Cat. No. 12165, QIAGEN), siguiendo
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el protocolo del manual.

Ademas del protocolo del equipo de purificacion, también se utilizo el protocolo siguiente:

l.

2
3.
4.
5

10.

11.
12.

13.
14.
15.
16.
17.
18.

19.
20.
21.
22.

23.

Los 250mL de medio LB con bacterias se transfirieron a una botella para centrifugacion.
Se centrifugd a 3500 rpm a 4°C por 10 minutos.

Se retir6 el sobrenandante por decantacidon y micropipeta.

La pastilla de células se resuspendi6 en 4mL de la solucion P1 utilizada en Minipreps.

Se agregaron 8mL de la solucion P2, se mezclo por inmercion y se incubd a temperatura
ambiente por 10 minutos.

Se agregaron SmL de la solucion P3, se mezcl6 por inmercidén y se incub6 a 4°C por 10
minutos.

Se centrifugd a ~15000 rpm a 4°C por 10 minutos.

Se retird el émbolo de una jeringa de 20mL. Se colocaron 2 pafios Kimwipes® en su
interior y estos se mojan con ImL de agua Milli-Q.

El sobrenadante de la centrifugacion se coloco dentro de la jeringa. Se presiond con el
émbolo el interior de la jeringa para filtrar el sobrenadante. Este se transfirid a un tubo
Falcon de 50mL.

Se agregd un volumen (igual al del sobrenadante) de isopropanol y se mezcld por
inmercion. Se transfirié la solucion a una botella para centrifugacion.

Se centrifugd a ~5000 rpm a 4°C por 30 minutos.

Se retird el sobrenadante por decantacion y micropipeta. La pastilla se resuspendié en
500uL de agua Milli-Q.

Se transfiri6 la solucion obtenida a un tubo Eppendorf de 1.5mL.

Se agregaron 10uL. de RNAsa A a 10mg/mL. Se incubd a 37°C por 30 minutos.

Se agregaron 500uL de cloroformo y se agitd por vortex 2 minutos.

Se centrifugd a maxima velocidad en microcentrifuga por 5 minutos.

Se tomo la fase superior acuosa y se transfirié a un tubo Eppendorf nuevo.

Se agregd un volumen de isopropanol y se mezcldo por inmercion. Se incubd a
temperatura ambiente por 5 minutos.

Se centrifugd a maxima velocidad en microcentrifuga por 5 minutos.

Se retir6 el isopropanol por decantacion.

Se agregaron 500uL de etanol al 70% y se mezcld por inmercion.

Se retir6 el etanol por decantacion. El etanol restante se dejo evaporar a temperatura
ambiente o por calor con ayuda de una placa para tubos.

Se disolvié en 100-500uL de agua Milli-Q mediante agitacion ligera por vortex.
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5.1.14 Construccion de vectores.

Construccion de los vectores de clonacion pcFos-Drive y pCycA-Drive.

Se amplificaron los promotores de c-Fos y Ciclina A2 humanos a partir de ADN genomico. Los
cebadores y las condiciones de PCR utilizadas aparecen en la seccion 5.1.2 de esta tesis. La migracion
aparente de estos productos en electroforesis fue conforme a la longitud esperada: de 749pb para c-Fos
y de 365pb para Ciclina A2. Para corroborar que se amplificaron los promotores, los productos de PCR
se evaluaron por digestion con endonucleasas de restriccion. Las moléculas de ADN digeridas, las
enzimas utilizadas y el tamafio de los productos, tanto de esta digestion como de evaluaciones
posteriores a plasmidos se presentan en la Tabla 1.

Cada promotor se integrd a un vector de clonacion pDrive, siguiendo el protocolo de ligacion
del equipo PCR Cloning Kit (# Cat. 231124, QIAGEN). La integraciéon de los promotores a pDrive es
facilitada debido a que los primeros tienen una adenina no apareada en sus extremos 5' (producida por
la polimerasa Taq), los cuales se pueden aparear con el uracilo no apareado en cada extremo 5' del
plasmido abierto de pDrive. La deteccion de clonas con integracion exitosa se llevo a cabo por medio
de un ensayo de seleccion azul y blanco. La orientacion de los promotores en los pladsmidos de las
clonas se evalu6 con endonucleasas de restriccion. Se seleccionaron dos plasmidos con el promotor de
c-Fos integrado (pcFos-Drive 1 y pcFos-Drive 2) y dos pldsmidos con el promotor de Ciclina A2
integrado (pCycA-Drive 3 y pCycA-Drive 5) en la orientacion deseada. Los pldsmidos de las clonas
seleccionadas se secuenciaron en la region que contiene al promotor correspondiente, se utilizd el
cebador M13 pUC reverse.

Construccion de pCBG99-cfos, pCBR-cfos, pCBG99-cycA2 y pCBR-cycA2.

Se extrajeron los promotores correspondientes de pcFos-Drive 2 y pCycA-Drive 5 por doble
digestion con Hind 111 y BamH 1. Los vectores recipientes pCBG99basic y pCBRbasic (# Cat. E1451 y
E1411, Promega) se abrieron mediante una doble digestion con Hind Il y Bgl II. Se construyeron 4
vectores a partir de la ligacion de los dos promotores en los dos vectores abiertos. Dado a que los
extremos cohesivos generados por Hind 111 se aparean preferentemente entre si, y los de Bg/ Il hacen lo
mismo con los de BamH 1, se evito la ligacion de vectores consigo mismos y el inserto se integrd
direccionalmente. Se evaluaron los plasmidos de las clonas obtenidas con endonucleasas de restriccion.
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Tabla 1: Evaluacion de moléculas de ADN por enzimas de restriccion.

Molécula revisada
(tamafio)

Caracteristica a evaluar

Endonucleasas utilizadas

(tamafio de los productos
esperados)

Amplificacién, promotor
de c-Fos (749pb)

Secuencia

Pau | (143 y 606pb)

Amplificacion, promotor
de Ciclina A2 (365pb)

Secuencia

Aat Il (178 y 187pb)
Bgl | (104 y 261pb)

pcFos-Drive Orientacién del promotor BstX | (185y 4417pb)
(4602pb) P Not | (238 y 4364pb)
pcycA-Drive . L

(4218pb) Orientacion del promotor | Bgl | (366, 1267 y 2585pb)

pCBG99-cfos
(5561pb)

Integracion del inserto

BstX |1 (388 'y 5173pb)

pCBR-cfos
(5564pb)

Integracion del inserto

BstX | (388 'y 5176pb)

pCBG99-cycA2
(5177pb)

Integracion del inserto

Aat Il (457 y 4720pb)

pCBR-cycA2
(5180pb)

Integracion del inserto

Aat Il (457 y 4723pb)

pCBG99-Ubx4-cfos
(6554pb)

Ndmero de insertos

Miu | (2499 y 4055pb)

Orientacion del inserto

Sac |y Bgl 1l (243, 876 y 4949pb)

pCBR-Ubx4-cycA2
(6173pb)

NUmero de insertos

Aat Il (1450 y 4723pb)

Orientacion del inserto

Not 1y Bgl Il (243, 670 y 4774pb)

pSV40-Ubx4-ELuc
(6224pb)

Ndmero de insertos

Hind 1y Nar 1 (2484 y 3740pb)

Orientacion del inserto

Sac 1y Bgl Il (243, 442 y 5053pb)

pSV40-Luc2 o
(4712pb) Integracion del inserto Sca |1 547pb (1083 y 3629pb)
?152-;%399 Integracion del inserto Sca |, 812pb y 3696pb
E)JSIZlC;;B))R Integracion del inserto Sca |, 815pb y 3696pb
?Lﬁf;;c Integracion del inserto Bbs |, 1151pb y 3603pb
?172;:5)2 Integracion del inserto Bbs 1, 847pb 'y 3935pb
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Construccion de pCBG99-Ubx4-cfos, pCBR-Ubx4-cycA2 y pSV40-Ubx4-Eluc.

Para la construccion de las luciferasas desestabilizadas, se utilizaron los plasmidos pCBG99-
cfos, pCBR-cycA2 y pSV40-ELuc (cortesia del Dr. Yoshihiro Ohmiya) como vectores recipientes.
Ambos plasmidos se abrieron mediante una digestion con Nco 1, la cual corta antes del codon de inicio
de ambos genes. El inserto que contiene la secuencia codificante del concatenado de cuatro ubiquitinas
G76V se extrajo del plasmido CMV-Ubx4-FLuc (cortesia del Dr. David Piwnica-Worms) por medio de
una doble digestion con Spe 1y BstX 1. La ligacion del inserto en los vectores recipientes se hizo
siguiendo el protocolo de ligacion con fragmentos con extremos a rellenar/rasurar. Se evalu6é que sélo
una copia del inserto se insertara y que esta tuviera la orientacion deseada en los vectores por medio de
endonucleasas de restriccion.

Construccion de pSV40-Luc?2.

El gen de Luc2 se extrajo del plasmido pLuc2 c¢cDNA, por doble digestion con Hind 11l y BamH
I. Se retir6 al gen de ELuc del plasmido pSV40-ELuc, también con Hind 11 y BamH 1, y en su lugar se
integrod al gen de Luc?2 por ligacion. Se evaluo la ligacion con endonucleasas de restriccion.

Construccion de pTK-CBG99, pTK-CBR, pTK-ELuc y pTK-Luc2.

Para la construccion de los plasmidos con expresion estable de luciferasas, se extrajeron los
genes de las luciferasas CBG99, CBR, ELuc y Luc2, de los plasmidos pCBG99-cfos, pCBR-cfos,
pSV40-ELuc y pSV40-Luc?2 respectivamente. Estos plasmidos se cortaron con Hind 11l y BamH 1. Se
retir6 al gen de la luciferasa de Renilla en el plasmido pRL-TK (# Cat. E2241, Promega) mediante una
doble digestion con Hind Il y BamH 1, y a este se le integraron los genes de las luciferasas ya
mencionadas. Se evalu6 la integracion de cada luciferasa en el vector recipiente con endonucleasas de

restriccion.
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5.2 Cultivo celular.

5.2.1 Lineas celulares

La linea celular COS-7, proveniente del laboratorio del Dr. Luis Covarrubias se uso para transfecciones
transitorias, entre los pases 4 y 25. La linea celular 3T3, donada por el Dr. Tomas Lépez (Instituto de
Biotecnologia, UNAM), se us6 para transfecciones estables, en el pase 4 después de descongelar. Las
células utilizadas para los ensayos de bioluminiscencia se sembraron en cajas petri de 35mm de
didmetro con fondo de vidrio de 23mm (# Cat. FD35-100, WPI).

5.2.2 Soluciones y Medios:

Se utilizaron las siguientes soluciones:
*  Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM).
Contiene: DMEM en polvo (high glucose, # Cat. 12100-046, GIBCO)
NaHCO;
H,0 grado de cultivo
Para preparar 1 litro:

1. Se vertieron 800mL de H,O grado de cultivo en un vaso de precipitados de 1L.

2. El contenido del sobre con DMEM en polvo se disolvio en el H,O. Para recuperar todo
el contenido se anadié un poco de H,O en el sobre, se mezcld y se vertio en el vaso de
precipitados. Se agit hasta disolver.

3. Una vez disuelto el medio, se afadieron 3.7g de NaHCO; y se agit6 hasta disolver.

4. El pH de la solucion se ajust6 a 6.8, usando una solucion de HCl a 10M.

5. La solucioén resultante se afor6 a 1L. En campana, la solucion se filtré por membrana de
0.22um.

6. Se almaceno el medio a 4°C, el cual se utilizo hasta por 2 meses después de preparado.

* Suero Fetal Bovino (SFB, # Cat. 16000-044, GIBCO).
El suero se inactivo a 56°C durante 30 minutos. Se almaceno en alicuotas de 40mL a -20°C. La

alicuota a usar se mantuvo a 4°C y se utiliz6 hasta por 1 mes.

*  GPS 100x (Glutamina/Penicilina/Estreptomicina).
Contiene: Gluta-Max 200mM (# Cat. 35050-061, GIBCO)
Penicilina
Estreptomicina
Para preparar 100mL, en campana:

35



Se mezclaron 500mg de penicilina, 300mg de estreptomicina y 10mL de Gluta-Max.
Se filtré por membrana de 0.22um.

Se agregaron 90mL de Gluta-Max y se mezclo por micropipeta.

En campana, se almacenaron en alicuotas de SmL. Las alicuotas se guardaron a -20°C.

A

La alicuota a usar se mantuvo a 4°C.

Azul de tripano a 0.4% (# Cat. 15250-061, GIBCO).

Dimetilsulfoxido (DMSO Hybri-Max®, # Cat. D2650, Sigma).

Geneticina (G418 sulfato), 50mg/mL (# Cat. 10131-027, Gibco).

Piruvato sédico 100X (# Cat. 11360-070, GIBCO).

Amortiguador fosfato salino (PBS) 1X.

Contiene: 136mM NaCl 8g/L
2mM KCI 0.2g/L
10mM Na,HPO, 1.44¢g/L
ImM KH,PO, 0.24g/L

Para preparar 1L:
1. Se disolvieron los 4 compuestos en 900mL de agua grado de cultivo, se aforé a 1L.
2. En campana, la solucion se filtré por membrana de 0.22pum.
3. Se almaceno a temperatura ambiente.

Tripsina a 0.025%.
Para preparar 10mL, en campana:
1. Se mezclé ImL de tripsina al 2.5% (# Cat. 15090-046, GIBCO) con 9mL de verseno (#
Cat. 15040-066 , GIBCO). Se agit6 por vortex.
2. Se tom6 ImL de la solucion de tripsina a 0.25% y se mezcld con 9mL de verseno. Se
agitd por vortex.
3. Ambas soluciones se almacenaron a 4°C.

Polietilenimina lineal (PEI) a 1X.
Para preparar el stock de 10X, se disolvio PEI lineal de 25kDa (# Cat. 23966-2, Polysciences) a
10mg/mL en 200mL de agua Mill-Q a 80°C. EI stock se almacen6 en alicuotas de 10mL a
-20°C. Para preparar alicuotas de 1X:

1. Se incub6 una alicuota de PEI 10X a 80°C hasta redisolver su contenido.

2. Laalicuota se diluy6 en agua Milli-Q en una proporcion 1:9.
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3. Seajustoel pHa 7.2.
4. En campana, se filtré por membrana de 0.22pum.
5. Se almacend en alicuotas de ImL a -20°C. La alicuota a usar se guardé a 4°C.

* Luciferina 100mM.
Contiene D-Luciferina sal de potasio (# Cat. LUCK-100, GoldBiotechnology) disuelta en H,O
grado de cultivo. Preparado en campana. Almacenado en alicuotas de 100puL a -20°C.

»  Acido ascorbico 100mM.
Contiene L-acido ascorbico (# Cat. A4403, Sigma) disuelto en H,O grado de cultivo.
Almacenado en alicuotas de 1mL a -20°C.

Los medios suplementados se prepararon en campana, se almacenaron a 4°C y se utilizaron

hasta por un mes después de preparados. Se prepararon los siguientes medios suplementados:

* Medio de proliferacion para COS-7 y 3T3.
Para preparar 200mL: 186mL de DMEM.
10mL de SFB (final 5%).
2mL de GPS 100X (final 1%).
2mL de piruvato de sodio 100X (final 1%).
* Medio de proliferacion reducida para 3T3.
Para preparar 10mL: 9.55mL de DMEM.
250puL de SFB (final 2.5%).
100uL de GPS 100X (final 1%).
100uL de piruvato de sodio 100X (final 1%).
* Medio de transfeccion por PEL
Para preparar 10mL: 9.4mL de DMEM.
500uL de SFB (final 5%).
100puL de piruvato de sodio 100X (final 1%).
* Medio de sincronizacion para 3T3.
Para preparar 20mL: 19.6mL de DMEM.
100uL de SFB (final 0.5%)
200uL de GPS 100X (final 1%).
200uL de piruvato de sodio 100X (final 1%).
*  Medio de congelacion 2X.
Para preparar 10mL: 6mL de DMEM.
2mL de SFB (final 20%).
2mL de DMSO (final 20%).
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5.2.3 Subcultivo celular.

Se realiz6 de la siguiente manera:

l.

Nk wDd

10.
11.

12.

13.

Se calentd medio de proliferacion a 37°C.

El medio de la caja de cultivo con células se aspird con la bomba de vacio.

Se adicionaron con cuidado SmL de PBS 1X. La caja se agitdé suavemente para lavar.

Se repit6 el proceso de lavado (pasos 2y 3).

De manera uniforme, se afiadié 1mL de tripsina a 0.025% para despegar las células.

Se incubd por 2-3 minutos a 37°C.

Se suministraron SmL de medio de proliferacion previamente calentados. Se pipeted
suavemente para levantar de la caja a las células restantes.

Se transfiri6 el medio con las células a un tubo Falcon de 15mL. Se pipeted suavemente
para disgregar las células. Se tomd una muestra de 10puL de la solucion para el conteo de
células en la camara de Neubauer *.

Se centrifugd el contenido del tubo Falcon a 1000 rpm durante 5 minutos.

El sobrenadante se aspird con la bomba de vacio, cuidando no llevarse la pastilla.

Las células se resuspendieron en medio de proliferacion. El volumen del medio utilizado
dependio de la concentracion final de células deseada.

A una caja petri limpia de 10cm de didmetro se afiadid medio de proliferacion, y se
sembraron 3-5x10° células provenientes del tubo Falcon. El volimen final en la caja
debio ser de 10mL.

La caja se guard6 en incubadora (37°C y 5% de CO; en condiciones de humedad).

* Conteo de células en la cAmara de Neubauer:

l.
2.

La muestra de 10uL se mezcld con 10uL de azul de tripano por pipeteo.

Se tomaron 10uL de esta mezcla para colocarse en la camara de Neubauer. Se observo a
microscopio la muestra usando un objetivo de 10X.

El azul de tripano tifi6 las células muertas. Se contabilizaron las células vivas de al
menos 2 de los cuadrantes.

El promedio de células por cuadrante es un estimado del nimero de células en 0.5uL de
la solucion de células. Este valor se multiplico por 2x10* para obtener un estimado de
células en 1mL. Después este valor se multiplico por 6 (ImL de tripsina + SmL del
medio) para estimar el total de células en solucion.
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5.2.4 Congelacion y descongelacion de células.

* Para congelar:

1.

Los crioviales (# Cat. 2028, Corning) a utilizar fueron etiquetados con el nombre de la
linea celular, el naimero de pases, la densidad celular y la fecha.

Se despegaron, suspendieron y centrifugaron las células a congelar, siguiendo el
protocolo de subcultivo celular.

La pastilla de células se resuspendié en medio de proliferacion en un volumen tal para
obtener una densidad celular de 1-2x10° células/mL.

Se afiadieron 500uL de medio de congelacion 2X en los crioviales. Este medio se
combind con 500uL de la suspension de células y se homogeneizdé suavemente por
pipeteo.

Los crioviales se guardaron a -70°C durante un dia. Después se almacenaron en
nitrogeno liquido.

* Para descongelar:

1.

Se retird un criovial del tanque de nitrégeno liquido y se incub6 en bafio de agua a 37°C,
hasta descongelar que el contenido del vial (~2 minutos).

Se afiadieron SmL del medio de proliferacién en un tubo Falcon de 15mL y se agreg6 a
este el contenido del criovial. Se mezcld suavemente por pipeteo

Se centrifugd a 1000 RPM durante 5 minutos.

Se aspir6 el medio del tubo Falcon con la bomba de vacio.

Las células de la pastilla se resuspendieron en 10mL del medio de proliferacion y se
sembraron en una caja de 10cm.

La caja se guardd en incubadora.

Se esper6 un pase de células antes de hacer uso de las células.

5.2.5 Transfeccion de células de mamifero mediante polietilenimina
(PEI) lineal.

Se utilizo el protocolo siguiente:

1.

Un dia antes de la transfeccion, se sembraron las células a utilizar en cajas de 35mm con
fondo de vidrio. Dependiendo del tipo celular, fue el nimero de células sembradas:

e 2x10° células COS-7,

* 1.5x10" células 3T3 con expresion de luciferasa bajo el promotor de c-Fos, o

*  3x10* células 3T3 con expresion de luciferasa bajo el promotor de Ciclina A2.

El dia de la transfeccion, se afiadido en un tubo Eppendorf esteril 1pg del plasmido 6
plasmidos a transfectar. Como control de transfeccion, se adicioné pGFP (con expresion
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10.

constitutiva de GFP) a 1/20 de la cantidad total de pldsmido o plasmidos de interés a
transfectar. Se adicion6 medio DMEM hasta tener un volimen final de 100pL (el
equivalente a 1/20 del volumen de medio ocupado en cajas de 35mm). Se mezcld por
pipeteo.

En un segundo tubo Eppendorf, se afiadi6 PEI 1X a un volumen de 3uL por cada ug de
plasmido. Se adicioné medio DMEM hasta tener un volumen final de 100puL. Se mezclo
por pipeteo.

Se mezclo el contenido de los 2 tubos por pipeteo.

La solucién se incubo a temperatura ambiente por 15 minutos.

El medio de la(s) caja(s) de 35mm a utilizar se aspir6 con la bomba de vacio. Se
adicioné ImL de PBS 1X y se agité suavemente para lavar.

Se aspir6 el medio de la(s) caja(s) y se vierten 800-1000 pL de medio de transfeccion
por caja.

Se adiciono la solucién de PEI:ADN en la(s) caja(s) mediante goteo.

Se mantuvo en incubadora al menos por 4 horas, pero no mas de 16 horas.

Se aspiro el medio de transfeccion mediante bomba de vacio y se suministraron 2mL de
medio de proliferacion o medio de proliferacion reducida.

5.2.6 Preparacion de muestras en el ensayo de bioluminiscencia de
dinamica transcripcional.

Las células a utilizar se transfectaron previamente con plasmidos que contienen genes de luciferasa. El

proceso de captura de bioluminiscencia se presenta en la seccion 5.3.1 El proceso de preparacion de

muestras fue el siguiente:

l.

Las células a sincronizar se cultivaron en cajas de petri de 35mm con 2mL de medio de
proliferacion reducida, guardados en incubadora por al menos 12 horas.

Se aspird el medio de la caja con la bomba de vacio y se adicion6 ImL de PBS 1X. Se
agitod suavemente la caja para lavar. Se repitié una vez mas este paso.

Se aspird el medio de la caja y se suministraron 2mL de medio de sincronizacion. Se
mantuvo en incubadora por al menos 24 horas.

Se adicion6 al medio de sincronizacion acido ascorbico a una concentracion final de
250uM.

Seis horas antes del ensayo se adiciono luciferina para una concentracion final de ImM
en el medio. Esto con el proposito de estabilizar la actividad de la luciferasa tras la
adicion de su sustrato.

Se llevo a cabo la captura de bioluminiscencia en ausencia de suero.

Se pausd la captura de bioluminiscencia. Se afiadieron al medio 200uL de SFB.

Se reinicid la captura de bioluminiscencia hasta llegar a término.
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5.2.7 Preparacion de muestras en el ensayo de bioluminiscencia para
deteccion de actividad.

Al igual que en los ensayos de dindmica transcripcional, el proceso de captura de bioluminiscencia se
presenta en la seccion 5.3.1 El proceso de preparacion de muestras fue el siguiente::
9. Para las células transfectadas con pCBG99-Ubx4-cfos y pCBR-Ubx4-cycA2, las células
se mantuvieron en medio de sincronizacion por al menos 24hrs.
10. Al menos 6 horas antes del ensayo, se retir6 1mL del medio, y se anadio luciferina a
una concentracion final de 1mM en el medio.
11. Para las células transfectadas con pCBG99-Ubx4-cfos, antes de iniciar el ensayo se
anadieron al medio 100uL de SFB.
12. Se llevo a cabo la captura de bioluminiscencia.

5.2.8 Ensayo de curva de letalidad.

Se utilizo el protocolo siguiente:

1. Se sembraron 6x10* células 3T3 en cada pozo de 2 cajas de 6 pozos. Las células se
guardaron en incubadora 12 horas antes del ensayo.

2. A cada pozo se adiciond geneticina a concentraciones de 0, 400, 800, 1000, 1200 y
1600pg/mL, por duplicado y se guardd en incubadora.

3. Cada tercer dia se cambi6 el medio con antibidtico.
Se selecciond la concentracion adecuada para seleccion por resistencia a geneticina al
ser aquella en donde la poblacion de células muere en su totalidad entre el tercer y el
quinto dia de tratamiento.

5.2.9 Establecimiento de lineas celulares con transfeccion estable.

Se utilizo el protocolo siguiente:

1. Se sembraron 5x10* células de la linea 3T3 en cajas de 60mm. Se guardaron en

incubadora por al menos 12 horas antes de la transfeccion.

2. Se transfectaron 5Sug del vector de luciferasa a integrar y 1pg de vector con resistencia a
neomicina, siguiendo el protocolo de transfeccion. Como control negativo y de
transfeccion, se co-transfectaron en cultivos control Sug de pMPM-A2 y 1ug de pGFP.
Se aspir6 el medio de las cajas con bomba de vacio y se lavo con 2mL de PBS 1X.

Se aspir6 el PBS y se suministraron 4mL de medio de proliferacion.
Se mantuvo alrededor de 12 horas en incubadora.

AN

Se anadieron 1000pug/mL de geneticina en cada caja por goteo, y se distribuyeron
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10.

11.

12.

mediante un movimiento suave a la caja. Se guardo en incubadora.

El cambio de medio con antibiotico se llevo a cabo cada 2-3 dias.

El dia 16 se subcultivaron las células en seleccion en dos cajas: 2x10° células en una
caja de 60mm y ~2000 células en una caja de 35mm. Ambas cajas se suministraron con
geneticina a 500pg/mL para mantener la transfeccion estable. La primer caja sirvid para
conservar el pool de células transfectadas, mientras que la segunda se utilizé para crecer
y picar colonias monoclonales.

Las células de la caja de 60mm se subcultivaron cada 3 dias a otra caja de 60mm. En
cada pase también se sembro una caja de 35mm en caso de no haber encontrado atn
colonias para picar.

Las cajas de de 35mm se mantuvieron por 6 dias en medio de proliferacion en
incubadora, con un cambio de medio en el tercer dia.

Durante el sexto dia se llevd a cabo la sincronizacion del ciclo celular. Se afiadid
luciferina a 1mM.

Se seleccionaron las colonias de acuerdo a la presencia de fenotipo de bioluminiscencia
en respuesta a suero. La medicidon se llevd a cabo durante el pico de actividad del
promotor que lo regula: tras la adicion de suero para c-Fos y 12 horas después de la
adicion para Ciclina A2. Se utilizaron cuadriculas marcadas en mica transparente,
colocadas en la base de cajas de 35mm, para localizar las colonias de interés.

Para picar una colonia, se siguieron estos pasos:

l.

Observando en microscopio bajo un objetivo de 5X, se desprendieron todas las células
adyacentes a la colonia de interés mediante raspado con una punta de micropipeta.

Se aspir6 el medio de la caja y se lavo 2 veces con ImL de PBS 1X.

Se aspir6 el PBS y se afiadi6 una vez mas ImL PBS 1X.

En microscopio, se adicionaron por goteo 20uL de tripsina a 0.25% sobre la colonia a
picar y se espero a que las células se desprendieran.

Las células se retiraron con micropipeta y se sembraron en una nueva caja de 35mm con
2mL de medio de proliferacién y 500pg/mL de geneticina.

Para la seleccion de colonias con transfeccion estable de CBG99-Ubx4-cfos, la deteccion de fenotipo

requirid de un lumindmetro de placas FLUOstar Omega (BGM Labtech). La preparacion de colonias se

llevo a cabo de la siguente manera:

l.

Se sembraron en pozos de una caja de 96 pozos, aproximadamente 1 célula por pozo. Se
apartd un par de pozos para sembrar células 3T3 con transfeccion estable de CBG99-
cfos, las cuales se usaron como control positivo. También se apartd un pozo vacio como
control negativo.

Cada pozo se mantuvo por 6 dias en 100pL de medio de proliferacion con geneticina a
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500pg/mL, con la caja guardada en incubadora. En el dia tercero se renovo el medio de
proliferacion.

En el séptimo dia se llevd a cabo la sincronizacidon del ciclo celular y adiciéon de
luciferina. Se adicionaron 100uL de medio de proliferacién en el pozo apartado como
control negativo.

Se prepar6 el luminometro de placas bajo los siguientes parametros: temperatura de
incubacion de 37°C, uso del lector Optico inferior, tiempo de exposicion de 20 segundos
y el maximo de ganancia del tubo fotomultiplicador.

Se adicionaron 10uL de SFP a los pozos y se envolvieron las caras laterales de la caja
con Parafilm.

Se colocd la caja en el luminometro de placas y se capturo la sefial de bioluminiscencia.
Los pozos con células de interés se subcultivaron en cajas de 35mm con 2mL de medio
de proliferacion y 500pg/mL de geneticina.
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5.3 Microscopia y analisis de imagenes.

5.3.1 Sistema de captura de bioluminiscencia en microscopio optico.

El equipo utilizado para los ensayos de bioluminiscencia consistié en un microscopio optico invertido
Eclipse TE300 (Nikon), una camara-CCD con registro electromultiplicador iXon X3 897 (Andor), un
enfriador Oasis 160 (Solid State) para la camara y un sistema de incubacion de cultivos celulares para
microscopio optico. El sistema de incubacion consistio en una caja incubadora de acrilico negro, un
calefactor Heating Unit XL S (PECON), una placa Heating Insert P S (PECON), una cubierta
gasificadora CO, Cover S (PECON), un humidificador Humidifier S (PECON), y los mddulos
TempModule S y CO, Module S (ambos de PECON) que regularon la actividad de los equipos de
PECON. Para comunicarse con los modulos del sistema de incubacion se utilizd el programa
MTB2004 Configuration 1.8.0.7 (Zeiss). Los parametros de incubacion utilizados fueron:

* Heating Unit = 38.7°C

* Heating Insert = 38.9°C

c CO,=5%

Dentro de la caja incubadora se colocaron un ventilador pequefio colgado de la parte superior de
la caja, una bandeja pequeina llena de agua a nivel de la mesa y dos tapas pequefias colocadas sobre la
placa de incubacion y junto a la muestra. Esto con la finalidad de distribuir el calor proveniente del
calefactor y mantener condiciones de humedad. El objetivo utilizado para la captura de todas las
imagenes fue de 10X.

La camara-CCD utilizada para la captura de imagenes se mantuvo a -90°C 6 a -100°C durante
su operacion. La camara se controld6 mediante un ordenador usando el programa MicroManager 1.4
(http://www.micro-manager.org/wiki/Micro-Manager ). Para tomar imagenes de fluorescencia y campo
claro, se utilizo el modo de adquisicion de sefial de mayor rango dinamico (amplificador convencional)
con tiempos de exposicion de 10-500ms. Para tomar imagenes de bioluminiscencia, el modo de
adquisicion de sefial utilizado fue el de conteo de fotones para tiempos de exposicion largos (>1s) y los
tiempos de exposicion utilizados son especificos de cada ensayo. El valor de binning utilizado en todas
las capturas fue de 1. Todas las capturas de imagen se guardaron en formato tif de 16 bits.

Para los ensayos de bioluminiscencia para deteccion de actividad, se tomaron al menos 3
imagenes de bioluminiscencia a tiempos de exposicion variable (de 15s a 25min, dependiendo el caso),
una imagen de campo claro y una de fluorescencia. En los ensayos de bioluminiscencia de dinamica
transcripcional, se tomaron al menos 2 imagenes de campo claro y 2 de fluorescencia (una al inicio y
otra después de la adicion de suero). Ademads se tomd una serie de imagenes de bioluminiscencia. Estas
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imagenes se tomaron de manera periodica, a un tiempo de exposicion y frecuencia de captura
predeterminados para cada ensayo. Estos tiempos se presentan en la Tabla 2.

Tabla 2: Tiempo de exposicién y frecuencia de captura de imagenes de
bioluminiscencia en los ensayos de dinamica transcripcional.

Tipo de ensayo Tiempo de exposicién y frecuencia de captura

Ensayos con luciferasas nativas: 12 minutos de exposicion, captura cada 15 minutos.
*  pCBG99-cfos
* pCBR-cycA2

Ensayos con pCBG99-Ubx4-cfos. 28 minutos de exposicion, captura cada 30 minutos.

Ensayos con pCBR-Ubx4-cycA2. 25 minutos de exposicion, captura cada 30 minutos.

5.3.2 Analisis de las imagenes obtenidas en los ensayos de expresion
dinamica.

Se utilizo el programa ImageJ (http://rsbweb.nih.gov/ij/) para la revision de los resultados y creacion de
videos. Se utilizo el software CellProfiler 2.1.1 (rev 6¢2d896, http://www.cellprofiler.org/) para el
analisis automatizado de imégenes. CellProfiler funciona mediante el armado y la aplicacion de una
tuberia de andlisis de datos. Una tuberia de andlisis de datos es una serie ordenada de procesos en
donde la informacion de salida de uno de los procesos puede servir como informacién de entrada para
procesos posteriores. En este caso, las imagenes obtenidas de los ensayos sirvieron como informacion
de entrada, el software recuperd informacion proveniente de la imagen o de las regiones de interés
dentro de ella (la sefal provieniente de células bioluminiscentes o del fondo) y la entregé al usuario.

La interfaz del programa se puede separar en tres secciones: la seccion de la tuberia de datos, la
seccion del modulo y la barra de ments (Figura 10). La primera contiene una interfaz a través de la
cual se seleccionan, afiaden, eliminan o reacomodan los mdédulos que forman parte de la tuberia, y para
iniciar el proceso de analisis de la tuberia o hacer pruebas a uno o varios modulos. La segunda contiene
los parametros asociados al modulo seleccionado en la seccion de tuberia de datos, los cuales pueden
ser definidos por el usuario. Sobre ambas secciones se encuentra la barra de menus, en cuyo menu
Archivo se pueden abrir, guardar y cerrar proyectos, importar y exportar tuberias de datos.
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Barra de To begin creating your project, use the Images module to compile a list of files and/for folders that you wantto =
analyze. You can also specify a set of rules to indude only the desired files in your selected folders.

s
me n U S Settings converted from legacy pipeline. -
V MamesAndTypes -

V Groups

#| applyThreshaold
MaskImage -
rop files and folders her
IdentifyPrimaryObjects
MeasureObjectintensity
MeasureObjectSizeShape P T
TrackObjects
OverlayOutlines
Tile

Savelmages

ExportToSpreadsheet

Tuberia de datos Modulo seleccionado

Figura 10: Interfaz de CellProfiler. En barras de color amarillo, rojo y azul se indican las secciones mencionadas.

La tuberia de datos tiene tres secciones: modulos de entrada, de analisis y de salida:
* Los mddulos de entrada capturan la informacion de entrada y la clasifican de acuerdo a
parametros establecidos. Estos modulos son los siguientes:

(a) Images selecciona los archivos a analizar dentro de una carpeta seleccionada, siguiendo
una serie de reglas definidas por el usuario.

Se definieron dos reglas de seleccion: que los archivos tengan una extension .tif (usado
comunmente en la captura de imagenes) y que si las imagenes estan en una subcarpeta,
que esta no contenga la palabra “output” (pues es la carpeta con los datos de salida).

(b) Metadata captura los metadatos (descripcion) de las imagenes. No se utilizo.

(¢) NamesAndTypes tiene la Unica funcion de definir un “tipo” asociado a cada imagen

capturada. Este “tipo” es requerido para que los modulos de anélisis puedan seleccionar
la imagen para hacer uso de ella.
Se pidi6 como regla que las imagenes tenga extension .tif; cada imagen se denominé de
tipo “OrigGray”, con las caracteristicas de ser imagenes en escala de grises y que la
intensidad de los pixeles de la imagen toma valores de 0 a 1 (el valor del pixel en la
imagen original se divide entre 65535).

(d) Groups separa las imagenes de entrada en grupos. No se utilizo.
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Los médulos de andlisis se encargan de procesar las imagenes introducidas. Cada imagen se
analiza individualmente en un ciclo. Estos mddulos actiian siguiendo un orden establecido
por el usuario. Los primeros tres modulos de andlisis se encargan de obtener informacion
acerca del fondo, los siguientes cuatro se encargan de obtener informacion acerca de las
células bioluminiscentes, y los ultimos cuatro arman los archivos de salida. Los modulos
utilizados con sus respectivos pardmetros se presentan a continuacion:

(a) ApplyThreshold clasifica los pixeles de un objeto en una de dos poblaciones, la de los
pixeles brillantes de las células 6 la de los oscuros que forman parte del fondo. Para ello
el modulo utiliza alguno de los algoritmos que tiene a su disposicidon para definir un
umbral de intensidad. Este umbral separa la sefial del resto de la imagen y produce una
imagen que represente la separacion de los pixeles en sus respectivas clases.

Los parametros utilizados para todos los ensayos fueron los siguientes: una imagen de

entrada “OrigGray”, una imagen de salida “Backmask”™ de tipo binario (la sefial de las

células en blanco y el fondo de negro), un método de alisado (smoothening) automatico,

y valores de 1 y 0 para los margenes superior € inferior del umbral.

El algoritmo de seleccion de umbral y el factor de correccion del umbral son parametros

que variaron de ensayo a ensayo. Los algoritmos de seleccion de umbral usados fueron

el método de Otsu y el de Mezcla de Gaussianas, bajo una estrategia global ¢ adaptativa:

¢ El método de Otsu consiste en la seleccion de un umbral que consiga que la
distribucion de las dos poblaciones tenga la menor varianza ponderada posible, es
decir, tenga la menor dispersion de valores. En los casos que se utilizo este método,
se siguid un modelo de umbralizaciéon de dos clases, y se di6 preferencia a
minimizar la varianza ponderada en lugar de la entropia.

¢ FEl método de Mezcla de Gaussianas supone que hay tres poblaciones de pixeles de
acuerdo a su intensidad, cuya distribucion se asemeja a las gaussianas. Mediante el
algoritmo de E-M (Expectativa-Maximizacion) se define que par de valores de
umbral genera tres poblaciones de distribucion gaussiana con mayor verosimilitud
en la imagen. Una vez establecida, se define si la poblacion de intensidad intermedia
pertenece a las regiones de interés o al fondo a partir de la fraccion esperada de la
imagen ocupada por las regiones de interés proporcionada por el usuario. Este
algoritmo pide un estimado del porcentaje de la imagen que contenga las sefiales de
interés; este valor ayuda a reducir el rango de valores de umbral sobre el cual el
algoritmo trabajara.

¢ Cualquiera de estos métodos puede seguir una estrategia global, calculando el
umbral para toda la imagen, o una estrategia adaptativa, que divide la imagen en
secciones y a cada seccion le determina un valor de umbral especifico.

El factor de correccion del umbral es un valor puesto por el usuario que se multiplica
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por el valor del umbral obtenido para usarse como nuevo umbral; si este valor es mayor
que 1, el nuevo umbral se considera mas restrictivo, pero si es menor que 1, se considera
mas laxo. Este valor se modificd de acuerdo a la series de imagenes obtenidas, con el
proposito de aumentar la precision del programa al detectar sefiales individuales. Los

valores utilizados para cada ensayo se presentan en la Tabla 3.

Tabla 3: Algoritmos de seleccion de umbral y factor de correccion del umbral
utilizados en el analisis de los ensayos de bioluminisciencia.

Tipo de ensayo

Algoritmo de umbralizacion, factor de correccion

Con pCBG99-cfos

Otsu Global, factor de correccion de 1.2

Con pCBG99-Ubx4-cfos

Otsu Global, factor de correccion de 0.7

Con pCBR-cycA2

Mezcla de Gaussianas adaptativa, suponiendo inicialmente que la sefal
de interés ocupa 35% de la imagen, factor de correccion de 1.2.

Con pCBR-Ubx4-cycA2

Mezcla de Gaussianas adaptativa, suponiendo inicialmente que la sefal

de interés ocupa 35% de la imagen, factor de correccién de 1.25.

(b) MaskImage cubre ciertas regiones de una imagen indicadas por una imagen binaria, y

produce una imagen enmascarada a la cual el programa le ignorara la region cubierta.

La imagen de entrada fue “OrigGray” y la imagen binaria fue “BackMask”. Esta ultima
fue invertida por el modulo para que enmascare la sefial proveniente de las células. A
partir de los valores de entrada se cred la imagen enmascarada “Getback”.

(c) Measurelmagelntensity hace mediciones sobre la intensidad de la imagen de entrada y

lo almacena en la memoria.
Se midi6 la imagen “Getback”, para obtener la intensidad promedio del fondo.

(d) IdentifyPrimaryQObjects tiene la doble funcion de definir un umbral que separe la sefal

de las células de la sefial del fondo (al igual que ApplyThreshold) y de segmentar el total
de la sefial de las células en regiones de interés individuales denominadas objetos. A
estos objetos se les asocia un nombre, se utilizo el default “Cells”.

Los parametros para definir al umbral fueron los mismos que los usados en
ApplyThreshold, los parametros de segmentacion fueron los siguientes: un valor minimo
de didmetro del objeto para ser aceptado de 13 pixeles (el area del objeto se adapta para
un circulo), se descartaron los objetos fuera del didmetro, se permitieron objetos que
toquen el borde de la imagen, se utilizé el método de intensidad para distinguir objetos
juntos (los objetos forman distribuciones de intensidad donde los picos de intensidad
maxima sirven como centro), para crear lineas de division entre los objetos se utilizo el
método de propagacion, el tamafio del filtro de alisado y la distancia minima permitida
entre los maximos locales de intensidad se calcularon automaticamente, no se redujo la
resolucion de la imagen para la segmentacion y se llenaron huecos localizados dentro de
los objetos. Los contornos de los objetos generados se guardaron como la imagen
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“CellOutlines”.

(e) MeasureObjectIntensity hace mediciones sobre las intensidad de los objetos definidos y

lo almacena en la memoria.
La imagen base fue “OrigGray”, se midieron los objetos “Cells”.

(f) MeasureObjectSizeShape hace mediciones sobre la forma y el tamafio de los objetos

definidos y lo almacena en la memoria. Se midieron los objetos “Cells”.

(g) TrackObjects da seguimiento a los objetos a lo largo de los ciclos de anélisis mediante

etiquetas, bajo la idea de que la serie de imagenes analizada contiene a un mismo grupo
de objetos observados a traves del tiempo.

El método de rastreo utilizado fue el de sobrelape, se tomo por idéntico al objeto que en
dos imagenes sucesivas ocupe el mismo sitio o se haya movido maximo 5 pixeles de
distancia fuera del este. Se rastrearon los objetos “Cells” y se cred6 una imagen que
muestra cada objeto seguido con su etiqueta de identidad y un color distintivo, la cual se
guardé bajo el nombre de “TrackedCells”.

(h) OverlayOutlines coloca los contornos de los objetos generados anteriormente sobre una

(1)

@)

imagen dada.

La imagen utilizada fue “OrigGray” y los contornos se obtuvieron de la imagen
“CellOutlines”, la imagen producida se llamé “Outlinelmage”. El modo de presentacion
de los contornos fue a color, con un grosor de 1 pixel.

Tile genera un montaje a partir de las imagenes introducidas por el usuario, las cuales
son colocadas una adyacente de otra.

La primer imagen a introducir fue “OrigGray”, la segunda “CellOutlines” y la tercera
“TrackedCells”. El modo de ensamblado fue dentro del ciclo (es decir, toma las
imagenes correspondientes a un mismo ciclo), en una sola fila, con el numero de
columnas calculado automaticamente, con el orden de adicién de imégenes de izquierda
a derecha a lo largo de la fila y se descarto el estilo de meandro (Meander mode). La
imagen producida se llamo6 “Adjacentlmage”.

Savelmages toma una imagen u objeto de interés de la memoria del programa y la
entrega al usuario como archivo de salida.

La imagen a guardar fue “Adjacentlmage”, el archivo de salida tom¢ el nombre del
archivo de entrada usado como “OrigGray” acompanado de un sufijo “out”, en formato
tiff de 32 bits a color, y se guardd en la carpeta de salida definida por el usuario. El

modulo entregd un archivo por ciclo.

(k) ExportToSpreadsheet recupera de la memoria las mediciones hechas por otros médulos,

para escribirlas en uno o mas archivos de salida que seran entregados al usuario en la
carpeta definida por el usuario al terminar la tuberia de datos.

Las mediciones hechas se guardaron en forma de tablas, donde cada columna esta
separada por tabuladores. Las tablas se guardaron en diferentes archivos de acuerdo a lo
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que se estaba midiendo: el fondo se guardd en Image.txt, los objetos (regiones de
interés) en Cells.txt. Se exportaron las siguientes mediciones:

¢ El area ocupada, la intensidad total y la etiqueta de seguimiento de los objetos.

¢ El area ocupada, la media, desviacion estandar, e intensidad total del fondo.

* Laseccion de salida no es precisamente un modulo, pero en ella se definen las carpetas para
la informacion de entrada y de salida. La carpeta de salida se cred dentro de la carpeta del
ensayo a analizar, bajo el nombre de “Output”. En la Figura 11 se muestra un ejemplo de los
archivos de salida que entrega el programa.

Image: Bloc de n=h

Archive Edicion  Formato Ver Ayuda

lImageNumber Intensity MeanIntensity Getback Intensity_StdIntensity Getback Intensity TotalArea Getback Intensity_TotalIntensity Getback .

1 0.014144264378 0.0103479342055 206750 2924.33

0123716131029 0.0094785364 5873 206507 2554.82

0126029554264 0.009576619380 =

0122955156605 0. 009493658307 | Cells: Bloc de na

0125135349742 0.00952271 q

0125310950532 0.00953407793

0125675462525 0.00949367 38273l rmageNumber ObjectNumber Areashape_area Intensity_IntegratedIntensity_origeray Trackobjects_Label_5 . |

0121566113248 0.009413486962(11 1 579 136.B2B808837

0124848396875 0.009486536945 1644 515. 8075555

0125302063227 0.0095228273321 275 14. 6803082665

0121487387051 0.0093697046624 479 43.1382009815

0116444117744 0.00912396240004 734 44,1922789854

0115558510883 0.0090591598077 491 64.86260605302
10 39 813229348

Archivo Edicién  Formato  Ver Ayuda

COCOD00000000O0

Archivo ¥ Imprimir * Correoelectronico  Grabar ¥ Abrir

Figura 11: Archivos de salida de CellProfiler. Los tres archivos mostrados son una tabla con las mediciones relativas
al fondo (Image.txt), una tabla con las mediciones relativas a los objetos con sefial relevante (Cells.txt) y una serie de
imagenes que representan el proceso de segmentacion y rastreo de los objetos en la serie de imagenes
(img_000000000_000out.tif es la primera imagen de la serie).

Una vez analizado un ensayo de bioluminiscencia con CellProfiler, se revisaron manualmente
los resultados del andlisis. Se revisé la serie de montajes generados por la tuberia de datos que
contienen los contornos y las etiquetas de los objetos detectados por imagen. Se eligieron al menos 5
células que hayan sido detectadas por el programa en la mayoria de las imagenes, como parte de uno o
mas objetos, y cuya sefial no estuviese saturada en ninguna de las imagenes. Estos objetos pasaron por
los siguientes criterios (Figura 12):
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* Se descartaron los objetos cuya senal estuviese saturada (es decir, que contuviera fotones con el
valor maximo de intensidad).

* Se descartaron los objetos que contengan la sefial de un rayo cosmico (fotones de alta energia
provenientes del espacio exterior), ya que satura la sefial de los pixeles en los que aparece.

* Se descartaron los objetos que aun en conjunto no cubran el area correspondiente a alguna de
las células de interés. La tinica excepcion es si la parte faltante es una proyeccion de la célula, la
cual suele representar una fraccion muy reducida de la senal emitida.

* Se descartaron los objetos que en su area contengan la senal de mas de una célula; si la sefial de

la(s) célula(s) extra pertenece a una proyeccion, el objeto no se descarto.

#8 contiene la senal de un rayo cosmico, se descarta.
#13 y #15 contienen la sefial de mas de una célula, se descartan.
No se puede definir el nimero de células contenidas en #9, #10 y #16, se descartan.

#4 cumple con los criterios, se acepta.

L =l "\. - ,
dos objetos, misma célula) tiene saturacion de senal, se descarta.

#13b (inferior) contiene la sefal de un rayo cosmico, se descarta.
#8a (izquierdo) y #8b (derecho) contiene la sefal de mas de una célula, se descartan.
No se puede definir el nimero de células contenidas en #10 y #16, se descartan.

#2 (

#4 cumple con los criterios, se acepta.
#13a (superior) cumple con los criterios, se acepta.

Figura 12: Dos ejemplos del proceso de seleccion. En ambos paneles se observan tres imagenes, que de izquierda a
derecha son: una region de una de las imagenes analizadas, la misma regién con los contornos de los objetos identificados
por CellProfiler y una imagen que representa el etiquetado de los objetos. Bajo las imagenes aparece el proceso de
seleccion.
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Una vez seleccionados, se juntaron los valores asociados a objetos que pertenezcan a una misma
célula. Se armod una nueva tabla con los valores de tamafio e intensidad total para cada una de las
células elegidas. La etiqueta final de cada célula reconstruida se obtuvo a partir de la etiqueta de uno de
los objetos asociados a la célula. Se detectaron los eventos de division celular de las células analizadas.

A partir de los resultados, se calcularon los siguientes valores: Intensidad promedio ( =
intensidad total / area), Intensidad neta ( = intensidad promedio de la célula / intensidad promedio del
fondo), Cambio por induccion ( = intensidad neta imagen actual / intensidad neta primer imagen) y
Relacion Senal-Ruido ( = intensidad neta / desviacion estandar del fondo). El cambio por induccion se
utilizé para cuantificar el efecto activador/represor de algiin elemento, en este caso el suero, sobre la
actividad del promotor monitoreado. Es un indicativo de la eficiencia del modelo de sincronizacion e
induccion del ciclo celular por suero; se considera significativo el cambio por induccioén si su actividad
aument6 a mas del doble como respuesta al estimulo.

En los ensayos de bioluminiscencia llevados a cabo en esta tesis, el origen del ruido de captura
es principalmente de disparo fotonico, porque las otras fuentes de ruido son practicamente abatidas por
la camara: el registro electromultiplicador (que amplifica la sefal capturada antes de su medicion) y el
modo de mediciéon “lenta” disminuyen la contribuciéon del ruido de lectura, mientras que el
enfriamiento de la cdmara disminuye la contribucion del ruido termal. El ruido de disparo fotonico es
inevitable, pero su contribucion a la sefial es inversamente proporcional a la intensidad de la sefial
capturada.

5.3.3 Captura de imagenes en el ensayo de curva de letalidad.

Se utiliz6é un microscopio automatizado AxioObserver. Z1 (Zeiss), la cdmara AxioCam Mrm (Zeiss) y
el programa AxioVision Release 4.8.2 (Zeiss). Se utilizo un objetivo 5X.

5.3.4 Monitoreo de la sefal de bioluminiscencia en colonias de 3T3.

Para detectar actividad de luciferasa en colonias se utilizd6 un microscopio MVX10 MacroView
(Olympus), la camara iXon X3 anteriormente mencionada, una placa incubadora modelo Tokai Hit
INU ZILCS F-1 (TOKAI) y los equipos Humidifier S y CO, Module S. Los parametros de incubacion
fueron los siguientes:

*  Temperatura de la tapa =41°C

* Temperatura de la placa incubadora = 38°C

e CO=5%
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Se utilizaron los objetivos de 1X y 2X, con el aumento de 0.63X. Para la captura de imagenes
de bioluminiscencia se programo el modo de adquisicion de la cadmara-CCD para conteo de fotones por
tiempos de exposicion largos, con tiempos de exposicion de 12 minutos para las luciferasas sin
modificar y 25 minutos para las poliubiquitinadas. Para localizar las colonias de interés se utilizaron
cuadriculas marcadas en mica transparente, colocadas en la base de cajas de 35mm. Se tomaron
imagenes en 4 sitios diferentes de la caja. La sefial de bioluminiscencia se revisdé con Image]. Para
asegurarse de que la sefial de bioluminiscencia proviniera de colonias, se utilizd el microscopio
AxioObserver. Z1, la camara AxioCam Mrm y el programa AxioVision Release 4.8.2 para tomar
imagenes de campo claro en la zona correspondiente. Se utilizd6 un objetivo de 5X en el area que
presento actividad bioluminiscente.
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6. Resultados

6.1 Construccion de plasmidos para ensayos de bioluminiscencia.

Los promotores de c-Fos y Ciclina A2 humanos se amplificaron con DreamTaq™ a partir de
ADN gendmico y se integraron a vectores de clonacién pDrive. Se seleccionaron dos clonas con el
promotor de c-Fos integrado (pcFos-Drive 1 y pcFos-Drive 2) y dos clonas con el promotor de Ciclina
A2 integrado (pCycA-Drive 3 y pCycA-DriveS) en la orientacion deseada. El mapa de las clonas en la

orientacion deseada se muestra en la Figura 13.

B Promotor lac
sitio para M13 pUC reverse
Promotor lac Kpn1(271)
sitio para M13 pUC reversa Sph1(279)
Kpn1(271) Pst1(284)
Sph1(279) Mlul(286)
Origen pBR322 _ MiuT(286) Origen pBR322 _ SnaBl(294)
- Sna BI (204) 4 S BamHIGoo)
Bam HI (300) YPromotor ciclina A2
Promotor c-fos Bgl1(579)
~ NotI(901) Sall (695)
. BstX1(936) | . Acc1(696)
pcFos-Drive Sal1(1079) ‘ pCycA-Drive Hinell (697)
KanR 4602bp Acc1(1080) \ 4218 bp HindIII (701)
Hine 11 (1081) KanR / Avrll (713)
HindIII (1085) \\ Nhel (718)
XhoI(1091)

AvrIl(1097)

st X1 (737)

Nhel (1102) acl (752)
Xba1(1108) ot 1(755)

AmpR Bst XI (1121) Bgl1(2212) lacZalfa
Sac1 (1136) Bgl1(945)
Not 1 (1139) Origen f1
lacZalfa AmpR

Origen f1

Figura 13: Mapa de los pldsmidos obtenidos en la clonacion de los promotores c-fos (panel A) y ciclina A2 (panel B). Se
muestran los sitios de corte de las endonucleasas de restriccion utilizadas y de las pertenecientes al Sitio de Clonado
Mdltiple. Las enzimas con sitio de corte Unico estan en rojo, las que tienen mas de uno estan en negro. AmpR = gen de
resistencia a ampicilina, KanR = gen de resistencia a kanamicina, lacZalfa = subunidad alfa del gen de (3-galactosidasa.
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Se secuencid la region del promotor de las clonas seleccionadas para revisar si hubo mutaciones
durante la amplificacion de los mismos. Las cuatro clonas presentaron sustituciones puntuales con
respecto a la referencia de GenBank (Figura 14): pcFos-Drive 1 y pcFos-Drive 2 presentaron 4 y 3
sustituciones respectivamente, mientras que pCycA-Drive 3 y pCycA-Drive5 presentaron 1 sustitucion
cada una. La sustitucién encontrada en el sitio de union a DRE del promotor de ¢-Fos en los plasmidos
con este promotor resultdé ser una variante alélica (refSNP rs2239615), por lo que se descartdé como
producto de la amplificacién. Ninguna de las sustituciones restantes se localizd en sitios de unién a
factores de transcripcion. Por otro lado, el promotor de Ciclina A2 del plasmido pCycA-Drive 5 tuvo
una sustitucion de timidina a pirimidina (T—Y). Esto ultimo pudo deberse a que dos clonas del
plasmido crecieron en una misma colonia, una de ellas con una sustitucion timidina a citocina (T—C)
en ese sitio y la otra sin mutacion. Por tener un menor numero de sustituciones, los plasmidos pcFos-
Drive 2 y pCycA-Drive 5 sirvieron de donadores de los promotores de c-Fos y Ciclina A2.

A

AP-1 CaCRE
Sp1 caja TATA
SRE NF-1 Sitio de Inicio de la Transcripcion (TSS)
SIE \ DRE
pD2 C->G pD1 T->C pD1 C->T
pD1 T->C pD2 G->A pD1,pD2 T->A
promotor de c-fos
749 bp
B NFY CHR
sp1 CaCRE LCDE Sitio de Inicio de la Transcripcion (TSS)
pD3 C->T
pD5 T->Y

promotor de ciclina A2
365 bp

Figura 14: Sustituciones nucleotidicas en los promotores de c-Fos (panel A) y Ciclina A2 (panel B) humanos clonados. Se
muestran los mapas de los promotores mencionados. Los elementos de regulacién transcripcional conocidos aparecen en
cuadros de color o lineas verticales azules. La localizacién de las sustituciones nucleotidicas encontradas por
secuenciacion de los plasmidos pcFos-Drive 1 (pD1), pcFos-Drive 2 (pD2), pCycA-Drive 3 (pD3) y pCycA-Drive 5 (pD5)
aparece en asterisco. Las abreviaturas corresponden a: el elemento sensible a suero (SRE), el elemento sensible a calcio y
a AMP ciclico (CaCRE), el elemento inducible a v-sis (SIE), el elemento regulador rio-abajo (DRE), el elemento dependiente
del ciclo celular (CDE) y la region de homologia de genes del ciclo celular (CHR).
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Los promotores clonados se integraron a los plasmidos pCBG99basic y pCBRbasic dentro del
Sitio de Clonado Multiple. De acuerdo a su contenido, los plasmidos construidos tuvieron por nombre

pCBG99-cfos, pCBR-cfos, pCBGY99-cycA2 y pCBR-cycA2 (Figura 15). Estos plasmidos se utilizaron

en los ensayos de bioluminiscencia de dindmica transcripcional.
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) /\ . i -
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Figura 15: Mapa de los plasmidos construidos con genes reporteros. Se muestran los sitios de corte de las endonucleasas
de restriccion utilizadas y de las pertenecientes al Sitio de Clonado Midltiple. Las enzimas con sitio de corte Unico estan en
rojo, las que tienen mas de uno estan en negro. AmpR = gen de resistencia a ampicilina, poliA = sitio de poliadenilacion.

56



Para la construccion de plasmidos con luciferasas desestabilizadas, los plasmidos pCBG99-cfos,
pCBR-cycA2 y pSV40-ELuc se abrieron en el sitio de inicio de la traduccion de las luciferasas

correspondientes. La secuencia codificante de cuatro ubiquitinas G76V concatenadas se extrajo del
plasmido CMV-Ubx4-FLuc y se integré a los plasmidos abiertos ya mencionados. Los plasmidos
construidos se nombraron pCBG99-Ubx4-cfos, pPCBR-Ubx4-cycA2 y pSV40-Ubx4-ELuc (Figura 16).
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Figura 16: Mapa de los plasmidos construidos con
luciferasas desestabilizadas. Se muestran los sitios
de corte de las endonucleasas de restriccion
utilizadas y de las pertenecientes al Sitio de
Clonado Multiple. Las enzimas con sitio de corte
Unico estan en rojo, las que tienen mas de uno
estan en negro. Ub1-4 son secuencias idénticas de
la ubiquitina G76V. AmpR = gen de resistencia a
ampicilina, poliA = sitio de poliadenilacion.



Para confirmar que las fusiones traduccionales hechas tienen actividad de bioluminiscencia,
cada plasmido se utilizé en un ensayo de bioluminiscencia para deteccion de actividad. Se capturaron
células con actividad bioluminiscente (Figura 17), por lo que se confirmé que el plasmido permitia la
expresion de los genes de luciferasa contenidos. pCBG99-Ubx4-cfos y pCBR-Ubx4-cycA2 se
utilizaron en los ensayos de dindmica transcripcional.

CC

Lumi

pCBG99- pCBR-Ubx4- pELuc-

Ubx4-cfos CycA2 Ubx4-5V40
(25 min) (25 min) (5 min)

Figura 17: Actividad de bioluminiscencia en células COS-7 transfectadas con plasmidos de luciferasas desestabilizadas. Se
tomaron imagenes en campo claro (cc) y bioluminiscencia (Lumi) de una regién del cultivo celular. Bajo el nombre de cada
plasmido transfectado aparece entre paréntesis el tiempo de exposicién utilizado en la captura de bioluminiscencia. La
eficiencia de transfeccién en los ensayos mostrados fue de ~4% para pCBG99-Ubx4-cfos, de ~5% para pCBR-Ubx4-cycAy
de ~1% para pELuc-Ubx4-SV40. Se sefiala con punta de flecha la sefial proveniente de algunas células individuales y la
localizacién de las células en campo claro. La barra de escala es de 100um.

Para la construccion de los plasmidos a utilizar en los ensayos de vida media, se eligio al
promotor de timidina cinasa (TK) del virus de herpes simple, para la expresion constitutiva de las
luciferasas de interés. Se retird al gen de luciferasa de Renilla del plasmido pRL-TK, y en su lugar se
integraron los genes de las luciferasas de interés. Los plasmidos donadores de las luciferasas fueron
pCBG99-cfos para CBG99, pCBR-cfos para CBR, pSV40-ELuc para ELuc y pSV40-Luc2 para Luc2.
Se construyeron 4 plasmidos: pTK-CBG99, pTK-CBR, pTK-ELuc y pTK-Luc2 (Figura 18). La
actividad de las luciferasas expresadas con estos plasmidos se confirmd en ensayos de bioluminiscencia
para deteccion de actividad, en células COS-7 co-transfectadas con el plasmido de interés y un
plasmido que permite la expresion constitutiva de GFP con un par de ensayos por plasmido (Figura 19).
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Figura 18: Mapa de los plasmidos construidos para expresion constitutiva de luciferasas. Se muestran los sitios de corte de
las endonucleasas de restriccion utilizadas y de las pertenecientes al Sitio de Clonado Mdltiple. Las enzimas con sitio de
corte Unico estan en rojo, las que tienen mas de uno estan en negro. AmpR = gen de resistencia a ampicilina, poliA = sitio
de poliadenilacién, TK = timidina cinasa del virus de herpes simple.
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CcC

Fluo
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pTK-CBG99 pTK-CBR pTK-ELuc pTK-Luc2
(5 min) (20 min) (5 min) (5 min)

Ccc
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Figura 19: Actividad de bioluminiscencia en células COS-7 co-transfectadas con plasmidos de expresion constitutiva de
GFP y de la luciferasa de interés. Se tomaron imagenes en campo claro (cc), fluorescencia (Fluo) y bioluminiscencia (Lumi)
de una regién del cultivo celular. Bajo el nombre de cada plasmido aparece entre paréntesis el tiempo de exposicion
utilizado para la captura de bioluminiscencia. La eficiencia de transfeccion en los ensayos mostrados fue de ~13% para
pTK-CBG99, de ~10% para pTK-CBR y de ~32% para pTK-ELuc y pTK-Luc2 en los ensayos del panel A; de ~21% para
pPTK-ELuc y de ~14% para pTK-Luc2 en los ensayos del panel B. Se sefiala con punta de flecha la sefial proveniente de
algunas células individuales y la localizacién de las células en campo claro. La barra de escala es de 100um.
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Tabla 4: Intensidad neta promedio de la seiial bioluminiscente de células
transfectadas con diferentes plasmidos.
Plasmido utilizado Intensidad neta promedio | Intensidad neta promedio /
(tiempo de exposicion) minuto
pTK-CBG99 20346 (5 minutos) 4069
pTK-CBR 11508 (20 minutos) 575
pTK-ELuc 23649 (15 segundos) 94599
pTK-Luc2 32800 (3 minutos) 10933

La intensidad neta promedio de la sefal de bioluminiscencia obtenida de dichos ensayos se
observa en la Tabla 4. Al estimar la sefial bioluminiscente por minuto obtenida de estos ensayos, se
observo que con pTK-ELuc y pTK-Luc2 se consiguidé una sefial ~2.7 y 23 veces mayor que con pTK-
CBG99. A su vez, la senal obtenida con pTK-CBG99 fue 7 veces mayor que la de pTK-CBR. En el
primer caso, la integracion accidental del potenciador de SV40 [Herr, 1993] en pTK-ELuc y pTK-Luc2
(Figura 18) pudo influir en que la sefial obtenida con estos dos plasmidos fuera la de mayor intensidad.
Por tener sistemas de regulacion transcripcional diferentes, solo fue posible comparar indirectamente la
actividad de ELuc con la de Luc2, y la de CBR con la de CBG99. La intensidad de la senal
bioluminiscente obtenida con ELuc fue ~10 veces mayor que la de Luc2, lo cual va de acuerdo con un
estudio previo de ambas luciferasas [Nakajima et al, 2010]. La sefal de CBR fue considerablemente
débil comparada con la de CBG99. Por lo anterior se considerd la posibilidad de no poder medir
adecuadamente la actividad bioluminiscente de CBR en los ensayos de vida media.

Por cuestiones de tiempo, los ensayos de determinacion de vida media no se llevaron a cabo, y
forman parte de las perspectivas. Los resultados de estos ensayos seran de utilidad para estimar la
resolucion temporal que ofrece la actividad de estas luciferasas para ensayos de dindmica
transcripcional.
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6.2 Dinamica transcripcional de los promotores de c-Fos y Ciclina A2
durante el reinicio del ciclo celular.

6.2.1 Deteccion de actividad bioluminiscente de los plasmidos
construidos para ensayos de dinamica transcripcional.

Los cuatro plasmidos construidos que contienen a los promotores de c-Fos y Ciclina A2 unidos a los
genes de las luciferasas CBG99 y CBR se utilizaron en ensayos de bioluminiscencia para detectar la
expresion los reporteros. Estos plasmidos se transfectaron en células de la linea COS-7, por ser de facil
cultivo y transfeccion. Los resultados de estos ensayos se presentan en la figura 20.

pCBG99-cfos pCBR-cfos pCBG99-cycA2  pCBR-cycA2
(2.5 min) (3 min) (3 min) (3 min)

Figura 20: Actividad de bioluminiscencia en células COS-7 transfectadas con plasmidos para expresion de las luciferasas
CBG99 y CBR bajo control transcripcional de los promotores de c-Fos y ciclina A2. Se tomaron imagenes en campo claro
(cc) y bioluminiscencia (Lumi) de una regién del cultivo celular. Bajo el nombre de cada plasmido transfectado aparece entre
paréntesis el tiempo de exposicién utilizado en la captura de bioluminiscencia. Se sefiala con punta de flecha la sefial
proveniente de algunas células individuales y la localizaciéon de las células en campo claro. La barra de escala es de
100pm.

Debido a que las células de la linea COS-7 son transformadas, su ciclo celular progresa
independientemente de la presencia de suero [Alberts et al, 2014], y no es posible sincronizar su ciclo
celular en ausencia de este. Por lo tanto, para los ensayos de dinamica transcripcional se empled la
linea celular no transformada 3T3. Se decidi6 utilizar transfecciones estables para esta linea, con el fin

de reducir la variabilidad en la sefial bioluminiscente consecuencia de diferencias en la dosis génica.
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6.2.2 Establecimiento de lineas celulares a partir de fibroblastos 3T3
con transfeccion estable.

Se llevo a cabo un ensayo de curva de letalidad, para determinar la concentracion adecuada de
geneticina en el medio de cultivo en los ensayos de seleccion de células 3T3 con resistencia al
antibidtico. Se selecciono la concentracion minima de antibidtico que conduzca a la muerte de un
cultivo celular sin resistencia a geneticina, entre el tercer y el quinto dia de tratamiento (Figura 21). Los
pozos con medio sin geneticina se descartaron debido a contaminacion en el medio. El pozo con una
concentracion nominal de geneticina de 1000pg/mL en el medio se quedo sin células vivas en el quinto
dia del ensayo, por lo que esta concentracion se uso en los ensayos de seleccion.

Dia 3 Dia 4 Dia 5

400 pg/mL

800 pg/mL

1000 pg/mL

1200 pg/mL

1600 pg/mL

Figura 21: Resultados del ensayo de curva de letalidad. Se presentan imagenes de campo claro de cultivos de células 3T3,
en tratamiento de geneticina a las concentraciones indicadas, del tercer, cuarto y quinto dia de tratamiento. Las células
observadas se clasificaron de acuerdo a su morfologia en 3 grupos: sanas (células aplanadas, con 1 6 2 proyecciones),
estresadas (células no aplanadas, redondeadas, sin proyecciones) y muertas (células totalmente redondas, pequenias,

d d ja), La b d | de 50 .
eSpegangs %1353{?2105 selecciona gsef)area sef transfectados fueron pCBG99-cfos, pCBGY99-Ubx4-ctos,

63



pCBR-cycA2 y pCBR-Ubx4-cycA2. Los vectores sin concatenados de ubiquitina se co-transfectaron
con el plasmido pPGK-Neo, mientras que los vectores con concatenados se co-transfectaron con pQBI-
pgk. Ambos plasmidos contienen al gen de resistencia a neomicina, el cual también le otorga a las
células que lo expresan resistencia a geneticina. pQBI-pgk contiene una fusion traduccional del gen de
GFP en su extremo amino y el gen de resistencia en su extremo carboxilo. El proceso de seleccion
representado en la figura 22, consistid en la recuperacion de colonias de células resistentes a geneticina
con actividad bioluminiscente observable.

Cambio de medio
‘ L
Dia 3

Caja 60mm | Sybcultivo

v v v v v v v v

d2 d4 dé d8 di0 d12 d14 d16

v . Dia 17 J Dia 0 Caja 35mm i |

Dia 1 Subcultivo (~2000 céelulas)

Sl]JTDCUltiVO Dia 3 v

Co-transfeccion Cambio de medio Dia 6
sincronizacion ¥

Dia 7
Reinicio del ciclo celular
Seleccion de colonias con actividad bioluminiscente

Figura 22: Esquema del protocolo de seleccion de células con transfeccién estable. Durante el primer dia del
ensayo, las células subcultivadas en una caja de 60mm se co-transfectaron con un plasmido de expresion de
luciferasa y uno de expresion de resistencia a neomicina. En el segundo dia se suministré geneticina a la
concentracién de seleccién, y este tratamiendo se mantuvo por 16 dias, con cambio de medio cada 2 dias.
Después, las células se subcultivaron en una caja de 60mm (para conservar las células) y en una o dos cajas
de 35mm a baja densidad. (para seleccion de clonas) Las células de estas cajas se trataron con geneticina a
concentracion de mantenimiento. Cada 3 dias, el cultivo de la caja de 60mm se subcultivé en otra caja de
60mm y en una o dos cajas de 35mm. Las cajas de 35mm se cultivaron por 6 dias, para luego colocarlas en
medio de sincronizacion. En el dia 7 de cultivo, las células de las cajas de 35mm se utilizaron en ensayos de
seleccion de colonias con actividad bioluminiscente.

Se seleccionaron 2 colonias con actividad bioluminiscente alta, de células transfectadas con
pCBGY99-cfos, 2 con pCBR-cycA2 y 2 con pCBR-Ubx4-cycA2, con las cuales se formaron las lineas
celulares con transfeccion estable FOG1, FOG2, COR1, COR2, C4R1 y C4R2, respectivamente (Figura
23). La recuperacion de las colonias fue por pipeteo suave de células suspendidas con ayuda de
tripsina. Este método ocasion6 la obtencion de células pertenecientes a otras colonias, como se observo
mas adelante. Para las células transfectadas con CBG99-Ubx4-cfos se utilizo el protocolo de seleccion
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de colonias individuales por lector de placas. Se seleccionaron las 2 colonias con mayor actividad de
bioluminiscencia y con ellas se formaron las lineas celulares F4G1 y F4G2 (Figura 24).

Figura 23: Resultados de los ensayos de seleccion de colonias con transfeccién estable. Se muestran las colonias con las
que se formaron las lineas FOG1 (Panel A), FOG2 (Panel B), COR1 (Panel C), COR2 (Panel D), C4R1 (Panel E) y C4R2
(Panel F). Para cada panel se presenta del lado izquierdo una imagen compuesta que contiene la imagen de campo claro
(rojo) y de bioluminiscencia (verde) de una region del cultivo celular revisada en el ensayo. Se observa en campo claro la
cuadricula utilizada para localizar los cumulos de células con actividad bioluminiscente en la caja de petri. Del lado derecho
de cada panel, se muestra una imagen de campo claro con mayor aumento que el de la imagen de la izquierda, la cual
cubre aproximadamente el area cubierta por el recuadro azul de la imagen del lado izquierdo del panel. Esta imagen se
tomé para corroborar la presencia de células en la regién con sefial de luminiscencia. La barra de escala es de 1mm para
las imagenes compuestas (barra blanca) y de 500um para las imagenes de mayor aumento (barra negra).
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Figura 24: Lineas célulares obtenidas del ensayo de seleccion de colonias individuales por lector de placas. Se presentan
imagenes de campo claro (izquierda) y bioluminiscencia (derecha) de células de las lineas FAG1 (panel A) y F4G2 (panel
B). La iméagen de bioluminiscencia muestra sefiales débiles provenientes de las células observadas. Se encierran en
circulos azules células observadas en las imagenes del mismo panel. La barra de escala es de 100pum.

De los resultados de seleccion de colonias efectuados con ayuda de microscopio, se observé que
la densidad celular en las zonas con sefial de bioluminiscencia no fue elevada (Figura 23, imagen
derecha en los paneles). Esto no impidié la recuperacion de células con actividad bioluminiscente,
como se observa en la siguiente seccion de esta tesis. Con respecto a las lineas obtenidas por seleccion
de colonias individuales con ayuda del lector de placas, se observaron células sin sefal aparente de
bioluminiscencia (Figura 24). Esto pudo deberse a que la actividad de las luciferasas en estas células es
imperceptible o que su expresion se perdio. De las lineas celulares obtenidas, se utilizaron FOGI,
COR2, F4G1 y C4R1 para los ensayos de dinamica transcripcional.

66



6.2.3 Monitoreo de la actividad bioluminiscente en fibroblastos 3T3
con transfeccion estable.

Se llevaron a cabo dos ensayos de bioluminiscencia en células 3T3 con transfeccion estable del
plasmido pCBG99-cfos, las cuales pasaron por privacion de suero 24 horas antes del ensayo. En la
figura 25 se muestran imagenes representativas de ambos ensayos y en la figura 26 se presentan los

resultados del anélisis de las imégenes obtenidas.

Bioluminiscencia

Campo claro

Bz W#7a  #8a Pu10 Pu1s [ #1e

Bioluminiscencia

B# B#w [ #sb PB#oa Prop [ #11

Figura 25. Imagenes representativas de los dos ensayos de bioluminiscenica en células 3T3 de la linea FOG1. Se presentan
imagenes de campo claro y bioluminiscencia tomadas durante el monitoreo de células individuales en los primer (Panel A) y
segundo ensayos (Panel B). Se sefialan las células analizadas en las imagenes de campo claro y bioluminiscencia con
triAngulos de color. Debajo de la imagen de bioluminiscencia se muestra el nimero de identificacion (generado por el
programa de andlisis) asociado a cada célula. La barra de escala es de 100um.
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Figura 26. Resultado de los ensayos de bioluminiscencia en células 3T3 de la linea FOG1. Se presentan dos graficas, que muestran la
Intensidad Neta Promedio (Panel A) y el Cambio por Induccion (Panel B) de la sefial de bioluminiscencia obtenida de células individuales,
con respecto al tiempo. Cada una de las lineas de la grafica representa la sefial obtenida de una célula individual, cuyo nimero de
identificacion correspondiente aparece en la leyenda debajo de cada gréafica. La Gltima medicion hecha antes de la adicion de 200uL de
suero al medio de cultivo se coloc6 bajo el Tiempo = 0 horas. Las células analizadas aparecen sefialadas en la Figura 25. En triangulos de
color se indican eventos de division. Debajo de la gréfica de Intensidad Neta Promedio se muestran los valores minimo y méaximo de la
Relacion Sefial-Ruido obtenido de las células analizadas.
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También se llevaron a cabo dos ensayos de bioluminiscencia en células 3T3 con transfeccion
estable del plasmido pCBG99-Ubx4-cfos, en condiciones similares a los ensayos anteriores. En la
figura 27 se muestran imagenes representativas de ambos ensayos y en la figura 28 se presentan los
resultados del anélisis de las imégenes obtenidas.

Bioluminiscencia

Buss W#1s5 | #156  B#228  P#250 | #350

Bioluminiscencia

Tow

B#180  Wi#21e 1221 W27z W#773 | #808

Figura 27. Imagenes representativas de los dos ensayos de bioluminiscenica en células 3T3 de la linea F4G1. Se presentan
imagenes de campo claro y bioluminiscencia tomadas durante el monitoreo de células individuales en los primer (Panel A) y
segundo ensayos (Panel B). Se sefialan las células analizadas en las imagenes de campo claro y bioluminiscencia con
triangulos de color. Debajo de la imagen de bioluminiscencia se muestra el nimero de identificacion (generado por el
programa de analisis) asociado a cada célula. La barra de escala es de 100um.

69



A Intensidad Neta Promedio (CBG99-Ubx4-cfos, 3T3)
600

500

400

300

200

Intensidad del Pixel

100

#156 #2217 #250  #216

0 A

Tiempo -2 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26
(horas)

— W #85 & #155 #156 — A #228 —»— #250 #350 —h— #189 #216 —@— #221 #272 —x— #773 —+— #808
Relacion Senal-Ruido: Maximo = 3.272, Minimo = 1.31

B Cambio por Induccion (CBG99-Ubx4-cfos, 3T3)

2
18
16 /
14
1.2

1 =

0.8

Intensidad Relativa

0.6
0.4
0.2

#1356 #221 #250 #216

0
Tiempo 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26

(horas)

—m— #85 & #155 #156 — A #228 —»— #250 #350 —r¢— #189 #216 —e— #221 #272 —X%— #7173 —+— #3808

Figura 28. Resultado de los ensayos de bioluminiscencia en células 3T3 de la linea FAG1. Se presentan dos graficas, que muestran la
Intensidad Neta Promedio (Panel A) y el Cambio por Induccion (Panel B) de la sefial de bioluminiscencia obtenida de células individuales,
con respecto al tiempo. Cada una de las lineas de la grafica representa la sefial obtenida de una célula individual, cuyo nimero de
identificacion correspondiente aparece en la leyenda debajo de cada gréafica. La Gltima medicion hecha antes de la adicion de 200uL de
suero al medio de cultivo se coloc6 bajo el Tiempo = 0 horas. Las células analizadas aparecen sefialadas en la Figura 27. En triangulos de
color se indican eventos de division. Debajo de la gréfica de Intensidad Neta Promedio se muestran los valores minimo y méaximo de la
Relacion Sefial-Ruido obtenido de las células analizadas.
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En los ensayos de bioluminiscencia en células 3T3 con transfeccion estable de pCBG99-cfos,
las células analizadas tuvieron niveles similares de actividad basal (Figura 26). Esto podria ser
consecuencia de que estas células tengan un mismo numero de copias del gen reportero. También se
observaron células sin actividad bioluminiscente (Figura 25), las cuales podrian provenir de otras
colonias y que se recuperaron junto con las células de la colonia con células bioluminiscentes. La
presencia de células sin actividad bioluminiscente indica que las células utilizadas forman parte de una
poblacion heterogénea, provenientes de células con diferencias en la expresion de los genes
transfectados. Otra posibilidad podria ser consecuencia de una baja estabilidad de la transfeccion,
aunque no se observo una reduccion significativa en la actividad bioluminiscente de estas células
durante el tiempo que tom6 implementar el ensayo (3 meses).

La Relacion Sefial-Ruido, o RSR, obtenida en la mayoria de las mediciones fue aceptable (>3)
bajo un tiempo de exposicion a 12 minutos (Figura 26). Se observdé un aumento inmediato en la
actividad bioluminiscente de las cé€lulas analizadas tras la adicion de suero. Se considerd significativa
la respuesta a suero si el cambio por induccion, el aumento relativo en la sefal con respecto a la misma
en estado basal, fuera mayor a 3 veces. En 9 de 12 células se observd una respuesta significativa a la
adicion de suero, aunque esta actividad no regreso niveles basales en la 5 de ellas (#6, #7a, #7b, #8a y
#10), y en 4 de ellas el retorno fue tardio (#1, #8b, #9a y #15). Las 3 células restantes no tuvieron un
aumento significativo (#9b, #11 y #16). Se observaron eventos de division celular entre las 19 y 22
horas posteriores a la induccidon por suero en la mitad de las células analizadas (Tabla 5). Sin embargo,
el resto de las células no tuvo eventos de division celular observables. Para calcular la intensidad y la
robustez de la respuesta a la adicion de suero del total de células analizadas, se utiliz6 el promedio del
cambio por induccién més elevado obtenido durante el ensayo y el coeficiente de variacion (CV) del
mismo. El valor maximo de cambio por induccion promedio en los ensayos fue de 3.75 y su CV fue de
0.29, obtenido a las 6 horas posteriores a la adicion de suero. La actividad bioluminiscente promedio
obtenida en los ensayos con pCBG99-cfos tuvo una respuesta significativa a suero, pero menos fuerte y
robusta que en los ensayos de referencia de Wood, 1999 (cambio por induccion maximo de 5.8 y CV
de 0.14 respectivamente, Tabla 6).

Los ensayos de bioluminiscencia en células con transfeccion estable de pCBG99-Ubx4-cfos
(Figura 28), tuvieron en general una actividad de bioluminiscencia débil. La RSR en la mayoria de las
mediciones fue tan baja que se debieron descartar por su contenido de ruido. El valor maximo de
cambio por induccion promedio fue de 1.24 y su CV fue de 0.17, obtenido a las 4 horas post-suero, lo
cual corrobora la aparente insensibilidad a suero. Si aceptaramos la sefial de las células como
confiables, se observaria que las células no respondieron significativamente a la adicién de suero.
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Tabla 5: Distribucion de los eventos de division celular en los ensayos de dinamica
transcripcional en células 3T3 con transfeccidén estable.

Células con evento de
divisién temprana

Células con evento de
division tardia

Células sin eventos de
division observados

Ensayos con 0 6 6
pCBG99-cfos (#1, #7b, #8b, #9a, #9b y | (#6, #7a, #8a, #10, #15,
(n=12) #11) #16)
Ensayos con 9 10 0
pCBR-cycA2 (#3, #4, #5, #6, #12, #13, | (#3, #4, #5, #6, #12, #13,
(n=12) #20* #25) #20a, #17, #271, #319)
Ensayos con 0 4 8
pCBG99-Ubx4-cfos (#156, #216, #221, #250) | (#85, #155, #189, #272,
(n=12) #288, #350, #773, #808)
Ensayos con 0 2 4
pCBR-Ubx4-cycA2 (#65, #50) (#688, #828, #879, #890)

(n=12)

Se presenta el nimero de células que presentaron eventos de division temprana (anterior a 12 horas post-suero),
tardia (posterior a 12 horas post-suero) o que no presentaron eventos de divisién observables. Entre paréntesis se
encuentran las etiquetas correspondientes a cada una de las células del grupo. En negritas se encuentran células que
tuvieron dos eventos de division, por lo que tienen eventos de division temprana y tardia. Estos resultados provienen
de dos ensayos de bioluminiscencia por plasmido, excepto pCBR-Ubx4-cycA2 que sdlo tuvo un ensayo. *La célula #20
genero6 dos células hijas, #20a y #20b, las cuales fueron también analizadas en el ensayo correspondiente.

Tabla 6: Intensidad y robustez en la induccién de la actividad bioluminiscente
por adicion de suero en los ensayos de dinamica transcripcional que

utilizaron al promotor de c-Fos.

Linea celular y plasmido utilizado en
el ensayo.

Maximo cambio por
induccion promedio.

CV del méximo cambio
por induccién promedio.

3T3, pcFos_Luc (n=75)

3T3, pCBGY99-cfos (n=12) 3.75 0.29
3T3, pCBG99-Ubx4-cfos (n=12) 1.24 0.17
Ensayo de referencia*: 5.8 0.14

La intensidad de la respuesta a la adiciéon de suero se representé por el valor maximo obtenido del cambio
por induccién promedio en la actividad bioluminiscente de las células analizadas en los ensayos
correspondientes. Un valor mayor a 3 se consider6 significativo. La robustez en la respuesta a la adicion de
suero se representd por el coeficiente de variacién (CV) del maximo cambio por induccién promedio. El
numero de células analizadas en cada categoria se colocé entre paréntesis. *Valores calculados a partir de
los resultados mostrados en Wood, 1999.
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Se llevaron a cabo dos ensayos de bioluminiscencia en células 3T3 con transfeccion estable del
plasmido pCBR-cycA2, las cuales pasaron por privacion de suero 24 horas antes del ensayo. En la
figura 29 se muestran imagenes representativas de ambos ensayos y en la figura 30 se presentan los
resultados del anélisis de las imégenes obtenidas.

*

Bioluminiscencia

B#2 B3 | #17 P#20a Pr2ob | #25

*Las células #20a y #20b se generaron en un mismo evento de division durante el ensayo

Campo claro** Bioluminiscencia

.

QA

Bz B#s | #5 Bee P2m #319

**No fue posible identificar en campo claro a la célula #319 al inicio del ensayo

Figura 29. Iméagenes representativas de los dos ensayos de bioluminiscenica en células 3T3 de la linea COR2. Se
presentan imagenes de campo claro y bioluminiscencia tomadas durante el monitoreo de células individuales en los primer
(Panel A) y segundo ensayos (Panel B). Se sefialan las células analizadas en las imagenes de campo claro y
bioluminiscencia con triangulos de color. Debajo de la imagen de bioluminiscencia se muestra el nimero de identificacion
(generado por el programa de analisis) asociado a cada célula. La barra de escala es de 100pum.
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Figura 30. Resultado de los ensayos de bioluminiscencia en células 3T3 de la linea COR2. Se presentan dos graficas, que muestran la
Intensidad Neta Promedio (Panel A) y el Cambio por Induccion (Panel B) de la sefial de bioluminiscencia obtenida de células individuales,
con respecto al tiempo. Cada una de las lineas de la grafica representa la sefial obtenida de una célula individual, cuyo ndmero de
identificacion correspondiente aparece en la leyenda debajo de cada gréafica. La Ultima medicion hecha antes de la adicion de 200uL de
suero al medio de cultivo se coloc6 bajo el Tiempo = 0 horas. Las células analizadas aparecen sefialadas en la Figura 29. En triangulos de
color se indican eventos de division. Debajo de la gréfica de Intensidad Neta Promedio se muestran los valores minimo y méaximo de la
Relacion Sefial-Ruido obtenido de las células analizadas.
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Por ultimo, se llevd a cabo un ensayo de bioluminiscencia en células 3T3 con transfeccion
estable del pldsmido pCBR-Ubx4-cycA2, en condiciones similares a los ensayos anteriores. En la
figura 31 se muestran imagenes representativas del ensayo y en la figura 32 se presentan los resultados
del anélisis de las imagenes obtenidas.

Campo claro Bioluminiscencia

B0 B#es | #e88  [Jus28  Ju#879 | #890

Figura 31. Iméagenes representativas del ensayo de bioluminiscenica en células 3T3 de la linea C4R1. Se presentan
imagenes de campo claro y bioluminiscencia tomadas durante el monitoreo de células individuales en el ensayo. Se
sefialan las células analizadas en las imagenes de campo claro (solo las identificables) y bioluminiscencia con triangulos de
color. Debajo de la imagen de bioluminiscencia se muestra el nimero de identificacion (generado por el programa de
andlisis) asociado a cada célula. La barra de escala es de 100pm.
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Figura 32. Resultado del ensayo de bioluminiscencia en células 3T3 de la linea C4R1. Se presentan dos graficas, que muestran la
Intensidad Neta Promedio (Panel A) y el Cambio por Induccion (Panel B) de la sefial de bioluminiscencia obtenida de células individuales,
con respecto al tiempo. Cada una de las lineas de la grafica representa la sefial obtenida de una célula individual, cuyo ndmero de
identificacion correspondiente aparece en la leyenda debajo de cada gréafica. La Ultima medicion hecha antes de la adicion de 200uL de
suero al medio de cultivo se coloc6 bajo el Tiempo = 0 horas. Las células analizadas aparecen sefialadas en la Figura 31. En triangulos de
color se indican eventos de division. Debajo de la gréfica de Intensidad Neta Promedio se muestran los valores minimo y méaximo de la
Relacion Sefial-Ruido obtenido de las células analizadas.
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En los dos ensayos con transfeccion estable de pCBR-cycA2 también se observaron células sin
actividad de bioluminiscencia (Figura 29). La actividad bioluminiscente de las células analizadas no se
sincronizada (Figura 30). Se detectaron eventos de division celular tempranos en 8 de las 12 células
analizadas y tardios en 10 de las células (en 7 de ellas, un segundo evento de division) (Tabla 5). Por
las observaciones anteriores, se consider6 que las células analizadas no estaban sincronizadas en su
ciclo celular.

Los resultados de los ensayos con pCBR-cycA2 fueron a simple vista dificiles de discutir mas
alla de la asincronia y aparente oscilacion en la actividad bioluminiscente. Sin embargo, al seleccionar
las células analizadas de acuerdo al momento de su division celular, fue posible obtener mas
informacion de los resultados. Primero, se seleccionaron aquellas con un solo evento de division celular
ocurrido tardiamente, y se denominaron células sincronizadas (Figura 30, células #17, #271 y #319).
Las células sincronizadas tuvieron una actividad en respuesta a suero similar a lo observado en los
ensayos de referencia: un aumento en la actividad bioluminiscente a partir de las 5 horas post-suero con
una caida en la actividad previo a la division celular (Figura 33a). Segundo, se seleccionaron células
con dos eventos de division celular observados. En 4 de estas células se observd un aumento tardio en
la actividad de bioluminiscencia, la cual decayo6 antes de la division celular (Figura 33b, células #13,
#20a, #5 y #6). Las observaciones anteriores se consideraron evidencia de que la expresion de CBR en
estos ensayos podria seguir un comportamiento similar al de la actividad transcripcional de Ciclina A2.

En el ensayo en células 3T3 con transfeccion estable de pCBR-Ubx4-cycA2 la senal
bioluminiscente capturada tuvo valores de RSR entre 0.8 y 10. En 2 de las 6 células analizadas se
presentd un aumento en la actividad bioluminiscente 8 y 11 horas después de la induccion (Figura 32,
células #65 y #50 respectivamente), con una disminucidén en su actividad antes del evento division
celular ocurrido entre las 20 y 22 horas post-suero. Estas células tuvieron una actividad similar a la
observada en las células aparentemente sincronizadas en los ensayos de pCBR-cycA. Las 4 células
restantes (células #688, #828, #879 y #890) tuvieron actividad perceptible entre las 14 y 18 horas post-
suero y no se observo division celular en ellas durante el ensayo.
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Figura 33. Actividad de bioluminiscencia de células seleccionadas de los resultados de los ensayos de bioluminiscencia en células 3T3 de
la linea COR2. Se presentan dos gréaficas, que muestran la Intensidad Neta Promedio de la sefial de bioluminiscencia de células con ciclo
celular sincronizado (Panel A) y células que presentaron dos eventos de division (Panel B), con respecto al tiempo. Cada una de las lineas
de la grafica representa la sefal obtenida de una célula individual, cuyo nimero de identificacion correspondiente aparece en la leyenda
debajo de cada gréfica. La Ultima medicién hecha antes de la adicién de 200uL de suero al medio de cultivo se colocé bajo el Tiempo = 0
horas. Las células analizadas aparecen sefialadas en la Figura 29. En triangulos de color se indican eventos de divisién. Debajo de la
grafica de Intensidad Neta Promedio se muestran los valores minimo y maximo de la Relacién Sefial-Ruido obtenido de las células
analizadas.
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7. Discusion de los resultados

Se debe de integrar el potenciador de SV40 a los plasmidos de pTK-CBG99 y pTK-CBR para el
ensayo de vida media.

Se construyeron cuatro plasmidos destinados a utilizarse en ensayos de vida media. Cada plasmido
contienen a uno de los genes de las luciferasas a analizar, CBG99, CBR, ELuc y Luc2, regulado bajo el
promotor de TK. Este promotor se selecciond por ofrecer una expresion constitutiva del gen al que se
encuentre asociado y por su demanda relativamente baja de factores de transcripcion (contiene 4 sitios
de unién identificados) [Jones et al, 1985]. Sin embargo, se integr6é accidentalmente un elemento de
regulacion extra en dos de los pldsmidos. Los cuatro plasmidos del ensayo de vida media contienen al
promotor de TK integrada, pero pTK-ELuc y pTK-Luc2 contienen ademas al potenciador de SV40
[Herr, 1993], rio abajo de la secuencia de poliadenilacion (Figura 18). Por lo anterior no fue posible
hacer una comparacion superficial de la intensidad de sefial que ofrece cada luciferasa. Es probable que
la presencia del potenciador en estos pldsmidos influyera en la intensidad de la senal de
bioluminiscencia obtenida con pTK-ELuc y pTK-Luc2 con respecto a pTK-CBG99 y pTK-CBR
(Figura 19).

Por otro lado, la sefal obtenida con pTK-CBR fue la mas débil del grupo, se requirié de un
tiempo de exposicion elevado (20 minutos) para obtener una sefial aceptable (Tabla 4). El promotor de
TK no fue el principal responsable de la senal débil, pues CBG99 utilizé el mismo sistema de
regulacion transcripcional que CBR y tuvo una actividad bioluminiscente aceptable. La diferencia entre
la sefial de CBR y CBG99 no fue producto de un sesgo en la cuantificacion de fotones. La eficiencia
espectral (el porcentaje de fotones cuantificados por el dispositivo con respecto a los emitidos por la
muestra) de la camara-CCD utilizada es similar para la mayoria de los fotones emitidos por estas
luciferasas (500-650 nm, http://www.andor.com/scientific-cameras/ixon-emccd-camera-series/ixon3-

897). Es posible que la actividad bioluminiscente de CBR sea responsable de la sefial débil obtenida en
los ensayos referidos. Existen estudios que sugieren que las luciferasas de insecto con emision de
fotones restringida a longitudes de onda en el rango del color rojo tienen una actividad bioluminiscente
menor que el resto de las luciferasas [Branchini et al, 2005] [Niwa et al, 2010]. Aunque CBR no
aparece en estos estudios, es posible que esta luciferasa comparta propiedades enzimaticas con las
luciferasas con emision en el rango del color rojo que aparecen en los estudios. La sefial débil obtenida
con pTK-CBR podria dificultar la deteccion de su luciferasa durante los ensayos de vida media, por lo
que sera necesario aumentar la intensidad de la seial.

La integracion del potenciador de SV40 a pTK-CBG99 y pTK-CBR podria ser una alternativa
para aumentar la sefial de bioluminiscencia obtenida con estos pladsmidos. La adicion del potenciador
podria causar un aumento en la variabilidad de la expresion de los genes de luciferasa, similar a lo
observado en promotores fuertes [Banik et al, 1996] [Brightwell et al, 1997] [Qin et al, 2010]. Sin
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embargo, aumentar el nimero de repeticiones del ensayo ayudaria a aumentar la confianza en los
resultados a pesar de la variabilidad. La sefal de bioluminiscencia débil es una limitante técnica mas
complicada de resolver sin modificar el contenido de los plasmidos utilizados. Si se transfecta una
mayor cantidad de plasmido, esto podria resultar toxico para el cultivo celular debido al agente de
transfeccion utilizado. Aumentar el tiempo de exposicion para la captura de la sefial disminuiria la
resolucion temporal del ensayo. Por otro lado, la integracion del potenciador de SV40 podria provocar
el acaparamiento de factores de transcripcion generales y la represion de genes episomales. Sin
embargo, la demanda de factores de transcripcion por parte del potenciador de SV40 y del promotor de
TK no debe de ser tan fuerte como la del promotor de CMV, donde se ha observado este fendémeno
[Reddy et al, 1995]. Por lo tanto, se recomienda la integracion del potenciador de SV40 a los plasmidos
TK que aun no lo contienen, o bien, el uso de promotores mas fuertes.

Quedod en las perspectivas el ensayo de vida media, que serd en tiempo real, con cultivos
celulares en presencia de cicloheximida, un inhibidor de la traduccion. Las luciferasas Luc2 y ELuc
servirdn como controles positivos, pues su tiempo de vida media es conocida (~2 horas y >8 horas
respectivamente) [Ignowski y Schaffer, 2004] [Nakajima et al, 2010].

Las lineas celulares derivadas de células 3T3 con transfeccion estable de pCBG99-cfos y pCBR-
cycA2 mostraron deficiencias en la eficiencia de sincronizacion y de reinicio del ciclo celular.
Faltéo evaluar estos parametros en las células 3T3 precursoras de las lineas y en las lineas
celulares generadas.

La proliferacion de las células 3T3 se inhibe en ausencia de factores de crecimiento o de
supervivencia [Todaro y Green, 1963] [Zetterberg y Larsson, 1985]; mediante la sincronizacion por
privacion de estos factores se han estudiado algunos genes del ciclo celular en esta linea celular
[Runkel et al, 1991] [Henglein et al, 1994]. Estas células se utilizaron en ensayos de referencia, donde
se consiguid una eficiencia de sincronizacion del ciclo celular mayor al 90% bajo condiciones de
ausencia de suero durante 24 horas [Wood, 1999]. Fue por lo anterior que se decidio utilizar a esta linea
en los ensayos de bioluminiscencia para dinamica transcripcional. Ademads, se decidio utilizar
transfecciones estables de células 3T3 para eliminar el efecto de la variacion en la cantidad de plasmido
transfectado por célula en la variacion en la sefial bioluminiscente.

En los ensayos en células 3T3 con transfeccion estable de pCBG99-cfos se observo un aumento
significativo y homogéneo en la actividad bioluminiscente en respuesta a la adicion de suero en las
células analizadas. Sé6lo la mitad de las células analizadas (6 de 12) tuvieron un evento de division
celular observable, ocurrido al menos 19 horas después de la adicion de suero. Lo anterior podria ser
reflejo de una eficiencia de sincronizacidon aceptable, pero la presencia de células que no alcanzaron a
dividirse podria indicar problemas para reiniciar el ciclo celular en algunas de las células. Los valores
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de cambio por induccion promedio y CV fueron menores al de los ensayos de referencia (Tabla 6). Esta
diferencia podria ser consecuencia de que las células utilizadas provienen de més de una colonia, lo que
podria aumentar su variabilidad en la actividad bioluminiscente. Otra posibilidad es que el método de
transfeccion utilizado en los ensayos de referencia, por microinyeccion en células privadas de suero 24
horas, influya en la diferencia en los resultados con respecto a los de este proyecto.

En los ensayos en células 3T3 con transfeccion estable de pCBR-cycA2 no se observo un
cambio en la actividad bioluminiscente tras la adicion de suero. Se observaron aumentos y descensos
en la intensidad de la actividad, los cuales no fueron sincronizados entre células ni guardaron una
relacion causa-efecto con la adicion de suero. Este comportamiento pudo ser consecuencia de la baja
eficiencia de sincronizacion, la cual se corrobor6 en base a que todas las células analizadas tuvieron
eventos de division celular a lo largo del ensayo. No fue posible hacer inferencias sobre la actividad
reportera de la luciferasa CBR bajo estas condiciones, por lo que es necesario aumentar la eficiencia de
transfeccion para estos ensayos. Por otro lado, estas células no vieron perturbada su capacidad de
proliferacion, a diferencia de las células con transfeccion estable de pCBG99-cfos.

Se consideraron varios factores que pudieron influir en la baja eficiencia de sincronizacion de
las células transfectadas con pCBR-cycA2 y la ausencia de eventos de division en células con
pCBGY9-cfos. Primero, la linea de células 3T3 utilizada podria tener una eficiencia de sincronizacion
menor a lo esperado debido a condiciones de cultivo previas. Estas células pueden transformarse
espontaneamente después de varios pases en cultivo, y ser seleccionadas positivamente en condiciones
de ausencia de suero y confluencia [Rubin y Xu, 1989]. De tener células transformadas en el cultivo
inicial de 3T3s, es posible que estas células se seleccionaran durante el establecimiento de celilas con
transfeccion estable. Para confirmar si estas células sincronizan eficientemente su ciclo celular en
ausencia de suero, es necesario medir su eficiencia de sincronizacion. Para este fin, se podria revisar el
porcentaje de células en fase Gi, S 6 G, del ciclo celular en un cultivo celular bajo condiciones de
sincronizacion y reinicio del ciclo celular. Se utilizaria un marcaje fluorescente de ADN mediante
DAPI o Hoechst 3334 y la medicion se llevaria a cabo en un ensayo de citometria de flujo. Las células
marcadas entrarian en una de 3 categorias: con un marcaje fluorescente de intensidad “X” para células
en fase Gj, con un marcaje de intensidad “2X” para células en fase G,, y un marcaje con intensidades
entre “X” y “2X” para células en fase S. En caso de que las células 3T3 utilizadas tuvieran una baja
eficiencia de sincronizacidn, se podrian conseguir cultivos mas tempranos de la misma linea. Como
alternativa, se podrian utilizar células de cultivos primarios, los cuales suelen tener una elevada
sensibilidad a factores de crecimiento y supervivencia. La desventaja de utilizar cultivos primarios
radica en su baja eficiencia de transfeccion, aunque se podrian buscar métodos que permitan una
transfeccion aceptable en estos cultivos, ya sea por electroporacion, lipofeccion, microinyeccion u
otros.

Segundo, los resultados observados podrian ser causados por diferencias en la respuesta a suero
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por parte de las células seleccionadas tras la transfeccion estable. Se recomienda seleccionar otras
colonias celulares para los ensayos de bioluminiscencia. A las nuevas colonias se les debera evaluar su
eficiencia de sincronizacion, usando la misma estrategia mencionada en lineas celulares precursoras.

Tercero, los promotores de Ciclina A2 y c-Fos de los plasmidos podrian interferir en el control
del ciclo celular . Bajo esta situacion, todas las colonias con transfeccion estable obtenidas tendrian los
mismos problemas de sensibilidad al suero, por lo que no solucionaria el problema. Como alternativa a
la construccion de nuevas lineas celulares, se podria cambiar de método de sincronizacion del ciclo
celular. Se podria utilizar la “sacudida mitdtica” para seleccionar las células en mitosis para su
subcultivo, aprovechando que se circularizan y pueden desprenderse con facilidad de la caja de cultivo.
También se podrian utilizar tratamientos con farmacos que detienen el ciclo celular en distintas etapas
del ciclo celular: nocodazol (deestabilizador de microtiibulos, arresta en fase M), lovastatina (inhibidor
de HMG-CoA reductasa, arresta en fase G; temprana), afidicolina (inhibidor de polimerasas de ADN
eucariote, arresta en fase G;/S) 6 mimosina (con funciéon desconocida, arresta en fase G; 6 G//S)
[Jackman y O'Connor, 2001]. Estos métodos de sincronizacidn tendrian que evaluarse por citometria de
flujo para seleccionar al mas eficiente.

Una vez que se solucione el problema de la eficiencia de sincronizacion y la respuesta a suero,
se podran llevar a cabo repeticiones de los ensayos de dindmica transcripcional, con el fin de aumentar
la confianza en los resultados y evaluar adecuadamente la actividad de CBG99 y CBR.

El tipo de transfeccion y el criterio de seleccion de colonias por sefial bioluminiscente pudieron
influir en la expresion de luciferasa en las lineas celulares con transfeccion estable.

Los plasmidos utilizados para introducir al gen de luciferasa CBG99 y CBR carecen de un gen
de resistencia que permitiera la seleccion de colonias con transfeccion estable. Debido a lo anterior,
estos plasmidos se co-transfectaron con un plasmido que contenia al gen de resistencia a geneticina en
el establecimiento de lineas celulares. Se obtuvieron colonias con actividad bioluminiscente mantenida
bajo tratamiento de geneticina, pero también se observaron células sin actividad bioluminiscente
aparente. También se observaron células sin actividad bioluminiscente en las lineas con transfeccion
estable de pCBG99-cfos, pCBR-cycA2 y pCBR-Ubx4-cycA2 (Figuras 25, 29 y no presentado), estas
lineas se seleccionaron por microscopia de bioluminiscencia en cajas de 35mm. Las células sin
actividad aparente podrian no contener al plasmido del luciferasa, o bien el gen de luciferasa podria
estar integrado pero silenciado. No se observd una disminucion aparente en la proporcion de células
con actividad bioluminiscente durante 3 meses de cultivo, por lo que se considerd que las células sin
actividad bioluminiscente provendrian de otras colonias. Para la seleccion de colonias futuras, se
recomienda cultivar colonias en cajas de 96 pozos (una cé¢lula fundadora por pozo) y llevar a cabo la
identificacion de colonias con actividad bioluminiscente por medio del lector de placas. Bajo esta
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estrategia, el riesgo de contaminacion seria minimo y fécil de identificar mediante la observacion por
microscopia de las colonias en cada pozo. Queda destacar que las lineas con transfeccion estable de
pCBG99-Ubx4-cfos también tuvieron células sin actividad bioluminiscente aparente (Figura 24), pero
se considerd que era consecuencia de la senal débil del reportero. De utilizar reporteros con sefial fuerte
en los ensayos de seleccion por cajas de 96 pozos se podra corroborar si el método de co-transfeccion
estd influyendo pérdida de actividad bioluminiscente en las lineas generadas.

Con respecto al criterio de seleccion, se eligieron colonias que tuvieran una elevada actividad
bioluminiscente. Se asegurd que las células seleccionadas tuvieran una sefial fuerte, lo cual es una
caracteristica deseada para los ensayos de bioluminiscencia. Sin embargo, no se tom6 en cuenta el
papel de elementos regulatorios cercanos al sitio de insercion del gen de luciferasa en la actividad
bioluminiscente observada. La presencia de potenciadores o promotores fuertes cerca del gen de
luciferasa integrado podria aumentar su expresion, pero reduciria su respuesta a la adicion de suero
[Hampf y Gossen, 2007]. El uso de criterios de seleccion mas practicos podrian reducir el riesgo de
elegir colonias con una regulacion alterada en la expresion de luciferasa. Se podrian seleccionar
colonias cuya intensidad de sefial fuera cercana al promedio, donde el gen reportero podria encontrarse
libre de elementos de regulacion externos al plasmido que influyeran considerablemente en su
expresion. Bajo este criterio, se descartarian colonias en donde el gen reportero se sobreexpresara
(mostrando una actividad bioluminiscente elevada) o se encontrara en proceso de silenciamiento
transcripcional (con una baja actividad bioluminiscente). También se podrian seleccionar las colonias
con mayor respuesta a la adicion de suero en ensayos de sincronizacion y reinicio del ciclo celular. Para
este fin se tendria que armar un ensayo de dindmica transcripcional para colonias, el cual se tendria que
llevar a cabo después de evaluar la eficiencia de sincronizacion de estas colonias. En cualquiera de los
casos, también se recomienda utilizar cajas de 96 pozos para el cultivo de colonias individuales. El
ensayo de bioluminiscencia con el lector de placas permite comparar simultaneamente un nimero
elevado de colonias, mientras que el ensayo de microscopia en cajas de 35mm esta limitado por el area
de la caja y la necesidad de utilizar concentraciones bajas de células para evitar el contacto entre
colonias.

La actividad de la luciferasa CBR bajo la regulacion del promotor de Ciclina A2 en células 3T3
podria reflejar la actividad transcripcional del gen correspondiente. Para corroborar esta
observacion se deben optimizar las condiciones de sincronizacion.

En los ensayos de dindmica transcripcional en células 3T3 transfectadas con pCBR-cycA2 se
observo que la actividad bioluminiscente de las células analizadas no respondid a la adicion de suero.
En cambio, se observaron oscilaciones en la intensidad de actividad de las células, las cuales
sucedieron aparentemente de forma aleatoria (Figura 30). Se encontr6 evidencia de una baja eficiencia
de sincronizacién en estos ensayos, lo cual pudo tener un papel en la actividad bioluminiscente
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observada. La baja eficiencia de sincronizacion también impidi6 utilizar al momento de la adicioén de
suero al cultivo como referencia del paso por el punto de restriccion de G, del ciclo celular. No fue
posible establecer una relacion entre las oscilaciones en la actividad bioluminiscente de las células y su
paso por el ciclo celular.

Se decidié entonces utilizar a la division celular como referencia del paso por la mitosis, con el
fin de inferir la etapa del ciclo celular en la cual se observaron los cambios en la actividad
bioluminiscente. Se escogieron células que en los ensayos presentaron un s6lo evento de division
celular tardio (>16 horas después de la adicion de suero), al ser la progresion de su ciclo celular similar
a lo esperado en células sincronizadas (Figura 33a). También se escogieron células que presentaron dos
eventos de division celular en los ensayos, pues se esperd que todas las etapas del ciclo celular se
presentaran entre los dos eventos (Figura 33b). En las 3 células con evento de division tardia y en 4 de
las células con dos eventos de division (un total de 7 de 12 células analizadas), se observd con un
aumento en su actividad 6 horas después de la adicion de suero o o de la primer division celular, y una
caida antes de la division celular tardia. Este comportamiento fue semejante a lo observado en los
ensayos de referencia (Figura 9) y al modelo de expresion de Ciclina A2 en el ciclo celular [Alberts et
al, 2014]. En el modelo, el aumento en la expresion del gen sucede durante el paso de G, a S, y su caida
sucede durante el paso por Go.

Para corroborar que la actividad bioluminiscente de las células con transfeccion estable de
pCBR-cycA2 corresponde a la expresion de Ciclina A2 en las células 3T3, primero se tendra que
resolver el problema de la baja eficiencia de sincronizacién. De no hacerlo no se observara un cambio
significativo en la concentracion de transcritos. Una vez corregido este problema, se podria cuantificar
la concentracion de transcritos de Ciclina A2 y de la luciferasa CBR a lo largo del reinicio del ciclo
celular. Como método de cuantificacion se podrian utilizar ensayos de RT-PCR o de Northern Blots.
Los cultivos a evaluar pasarian previamente por un periodo de sincronizacidon por ausencia de suero, y
se obtendrian muestras de cultivos sincronizados y cultivos tras distintos tiempos de induccion del ciclo
celular. Si el cambio en la concentracion de ambos transcritos ocurriera en tiempos similares, se
consideraria que el gen de CBR tiene el mismo sistema de regulacion que Ciclina A2.

La actividad de la luciferasa CBG99 bajo la regulacion del promotor de c-Fos en células 3T3
podria reflejar la actividad transcripcional del gen correspondiente, aunque no se observé el
regreso a un nivel basal tras el aumento en su actividad inducido por suero.

La actividad bioluminiscente observada en los ensayos en células 3T3 con expresion de
pCBGY99-cfos aumentod en respuesta a la adicion de suero, siendo el aumento significativo en 9 de 12
células analizadas. Debido a que todas las cé€lulas analizadas respondieron de forma sincronizada se
logré calcular el cambio por induccion promedio y CV de las células analizadas en su pico de
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actividad, obteniéndose resultados satisfactorios. Sin embargo, este aumento se mantuvo a lo largo del
ensayo en lugar de regresar a valores basales, contrario a lo que se esperaba para el promotor de c-Fos.
La permanencia de la actividad bioluminiscente inducida por suero podrian ser producto de varios
factores: la estabilidad de la proteina de luciferasa CBG99 y su transcrito, los elementos de regulacion
en el promotor de c-Fos que reguldé a CBG99, o la disponibilidad de los factores de transcripcion en la
célula.

La vida media de las moléculas de la luciferasa CBG99 influye en la tasa de decaimiento de la
actividad bioluminiscente de este reportero tras la represion de su sintesis. Si su vida media fuera
demasiado elevada, esto podria explicar por qué en los ensayos efectuados no se observd que la
bioluminiscencia regresara a un nivel basal. La determinacion de la vida media de esta luciferasa
mostrard que tanto influyd esta en los resultados de los ensayos referidos. De ser su estabilidad
demasiado elevada, esta podria reducirse mediante la adicion de elementos de degradacion o de
ubiquitinas no hidrolizables [Li et al, 1998] [Masamizu et al, 2006]. Por otro lado, la estabilidad del
mismo depende en parte de su secuencia de poliadenilacion y la secuencia utilizada para esta luciferasa
(obtenida de SV40) ofrece una vida media de ~3.4 horas [Fink et al, 2006]. Entonces, la estabilidad del
transcrito también pudo influir en los resultados. Para reducir la estabilidad del transcrito se podrian
utilizar secuencias de desestabilizacion, como las presentes en el transcrito de c-Fos, cuya funcion es
promover la deadenilacion del mismo [Shuy et al, 1991].

También se considero la posibilidad de que elementos de regulacion transcripcional dentro de la
secuencia utilizada del promotor de c-Fos fueran responsables del comportamiento observado. Los
resultados de su secuenciacion indicaron que los elementos de union a factores de transcripcion
involucrados en la respuesta a suero no sufrieron modificacion alguna, excepto por el sitio de unién a
DRE (Figura 14), el cual resultd ser una variante alélica. Se consider6é la posibilidad de que la
secuencia utilizada tuviera otros elementos de regulacion que influyeran en la actividad
bioluminiscente. La secuencia del promotor de c-Fos humano utilizada en los ensayos de referencia
correspondia a la region entre -405 y +42 pb del sitio de inicio de la transcripcion. En estos ensayos, la
actividad bioluminiscente empez6 a decaer a partir de las 6 horas después de la adicion de suero
[Wood, 1999]. En cambio, la secuencia del promotor de c-Fos en pCBG99-cfos correspondid a la
region entre -705 y +44 pb. En la region entre -705 y -405 pb del promotor de c-Fos se encuentran dos
sitios de union a factores de transcripcion identificados, uno para HSF1/2 (Factor de transcripcion de
choque térmico 1 y 2) y uno para SPZ1 (Proteina de cremallera de leucina espermatogénica 1). El
primero esta involucrado en la represion transcripcional bajo condiciones de choque térmico [Xie et al,
2003] y en la actividad basal de c-fos [Wilkerson et al, 2007]. De acuerdo a los resultados de
secuenciacion, el sitio de union a HSF1/2 no tuvo modificacion alguna. Tampoco el sitio de unién a
SPZ1 presentd modificaciones, aunque se descarta que influyera en los resultados debido a que este
factor de transcripcion so6lo se expresa en testiculo [Hsu et al, 2001]. El sitio de union a HSF1/2 o algin
elemento de regulacion no caracterizado podria estar influyendo en la permanencia de la actividad
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bioluminiscente observada en los ensayos con pCBG99-cfos. Para identificar si la regulacion
transcripcional de CBG99 en el plasmido es diferente a la del gen de c-Fos, se podria cuantificar la
actividad transcripcional de ambos genes en células 3T3 con transfeccion estable del plasmido de
interés. Las condiciones del ensayo serian similares a las propuestas para la evaluacion de la actividad
reportera de pCBR-cycA2 (cuantificacion de transcritos por Northern Blot o RT-PCRs, en muestras de
cultivos sincronizados y cultivos con reinicio del ciclo celular). Si se observara una caida temprana en
la concentracion del transcrito de c-Fos pero no en la del transcrito de la luciferasa tras la induccion del
ciclo celular por suero, se corroboraria el papel de la secuencia de promotor en los resultados. En
cambio, si esta caida ocurriera simultdneamente en ambos transcritos, se consideraria que ambos genes
se regulan bajo los mismos elementos.

Por ultimo, la integracion de copias del promotor de c-Fos pudo influir en la respuesta
transcripcional a la adicion de suero debido al cambio en la disponibilidad de factores de transcripcion.
El factor transcripcional AP-1 es el principal represor de la transcripcion de c-Fos , el cual es un dimero
formado por los proteinas de las familias de cFos y cJun [Schonthal et al, 1989] [Konig et al, 1989]. La
introduccion de varias copias del promotor de c-Fos podria reducir la disponibilidad de AP-1 debido al
aumento en la demanda de este factor. Este fenomeno se considerd en los ensayos de referencia, donde
la expresion de luciferasa bajo el promotor de c-Fos se mantuvo elevada hasta 6 horas post-suero,
cuando la actividad transcripcional del gen correspondiente no permanece mas alla de dos horas tras la
induccion por suero [Wood, 1999]. Es posible que este acaparamiento sea dependiente del nimero de
copias del plasmido transfectado, lo cual se ha observado en transfecciones transitorias [Lee et al,
2000]. Para conocer que tanto influye la integracion del plasmido pCBG99-cfos en las linea celular con
transfeccion estable utilizada, se podria cuantificar la concentracion de los transcritos de c-Fos y de
CBGY9 en cultivos de células 3T3 con transfeccion estable de pCBG99-cfos y sin transfectar, bajo
condiciones de sincronizacion y reinicio del ciclo celular por suero. Si se observara una diferencia
significativa en el cambio de la concentracion del transcrito a distintos tiempos del reinicio del ciclo
celular, se corroboraria el efecto de la integracion del pladsmido en la regulacion del gen reportero y del
gen de c-Fos.

La seiial proveniente de las luciferasas poliubiquitinadas fue demasiado débil. Es necesario
aumentar la sensibilidad del ensayo para poder hacer uso de estos reporteros.

Se compararon los resultados de los ensayos de bioluminiscencia en células 3T3 con los
plasmidos CBG99-Ubx4-cfos y CBR-Ubx4-cycA2 (Figuras 28 y 32), con los de sus contrapartes no
ubiquitinadas (Figuras 26 y 30, respectivamente). En el caso de CBG99-Ubx4-cfos, la relacion senal-
ruido en la mayoria de las mediciones no fue aceptable. Dado que la linea celular utilizada tuvo la
actividad bioluminiscente mas alta en la seleccion de colonias, se podria considerar que ninguna de las
colonias generadas con CBG99 desestabilizada podria utilizarse para los ensayos de bioluminiscencia.
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En el ensayo con la CBR-Ubx4-cycA2, la sefial obtenida tuvo valores de Relacion Sefial-Ruido
relativamente aceptables, pero solo durante el aumento en la actividad transcripcional. No se llevaron a
cabo repeticiones de estos ensayos debido a la baja eficiencia de sincronizacion en los ensayos con
CBR nativa, pues se consideré que las células con expresion de CBR-Ubx4 tendrian el mismo
problema.

La principal desventaja de los ensayos mencionados fue la necesidad de utilizar tiempos de
exposicion largos para captura de sefial, lo cual ocasiond un aumento en la presencia de artefactos en
las imagenes de bioluminiscencia. Estos artefactos fueron producto del paso de rayos cdsmicos, los
cuales atraviesan al sensor de la cdmara de forma azarosa. Extender el tiempo de exposicion para la
captura de sefial en los ensayo, aumentaria el nimero de artefactos luminosos en la imagen. Existen
diferentes estrategias que podrian aumentar la sefial bioluminiscente de estos reporteros, las cuales
podrian combinarse. Primero, es posible aumentar la sensibilidad de la cdmara-CCD a sefiales débiles
mediante el binning (combinacion de sefial) de pixeles. Este método consiste en la medicion conjunta
de grupos de pixeles adyacentes en la camara, acomodados en cuadros de n x n pixeles. El uso de
binning reduce la contribucion de ruido de fondo en la sefal del pixel, pero la imagen generada pierde
resolucidn espacial debido a la combinacion de pixeles.

La segunda opcién seria reducir el nimero de ubiquitinas en el concatenado. Cada ubiquitina
G76V del concatenado tiene un efecto acumulativo en la desestabilizacion del reportero al que se
fusiona [Stack et al, 2000] [Masamizu et al, 2006], pero el mayor efecto se observo con la primera
ubiquitina afiadida. Por ejemplo, la vida media de la luciferasa de P. pyralis pas6 de ser de ~2 horas a
ser de 15 y 10 minutos, tras la fusion de una y dos ubiquitinas G76V en su extremo amino
respectivamente [Masamizu et al, 2006]. Seria recomendable comparar entre luciferasas con diferente
nimero de ubiquitinas para elegir a aquella que mantuviera una alta sensibilidad temporal sin perder
considerablemente la intensidad de su sefal. El ensayo de vida media de estos reporteros utilizando
promotores fuertes e idénticos para cada gen seria informativo para este proposito.

La tercer opciodn seria utilizar vectores multicistronicos, los cuales permitirian la expresion de
varias copias de un gen reportero con ayuda de un mismo promotor. Estos vectores utilizan una
secuencia de 18 a 22 aminoacidos proveniente de picornavirus llamada 2A [Szymczak et al, 2004]
[Szymczak-Workman et al, 2012]. En estos vectores, la secuencia codificante de cada gen a expresar se
coloca de manera concatenada, pero entre la secuencia de cada gen se coloca la secuencia de 2A. El
multicistrén se transcribe como un solo ARN, pero en la traduccion se generan proteinas separadas de
cada gen. Cada vez que el ribosoma pasa por la secuencia del péptido cortante, el ribosoma suelta al
polipéptido producido y continlia con la sintesis de un nuevo polipéptido, que corresponde a un gen
diferente. Se pueden construir multicistrones de hasta 5 genes, expresados a tasas de sintesis casi
estequiométricas [Szymczak-Workman et al, 2012]. Esta alternativa podria utilizarse para aumentar la
sefial bioluminiscente no solo de luciferasas desestabilizadas, sino de cualquier reportero de interés.
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Una desventaja de utilizar estos vectores seria el riesgo de perder las copias del reportero por eventos
de recombinacion. Este efecto se podria evitar mediante la generacion de sustituciones no sinénimas en

cada copia del reportero para disminuir la posibilidad de recombinacion.

El criterio de seleccion de colonias por sefial bioluminiscente elevada no se consideré adecuado,
ya que no se tomo en cuenta el efecto de elementos regulatorios externos en la expresion de las
luciferasas.

Todas las lineas celulares con transfeccion estable se generaron a partir de colonias
seleccionadas por su elevada actividad bioluminiscente. Con este criterio se asegurd de las células
seleccionadas tuvieran una sefial fuerte, lo cual es una caracteristica deseada para los ensayos de
bioluminiscencia. Sin embargo, no se tomd en cuenta el papel de elementos regulatorios cercanos al
sitio de insercion del gen de luciferasa en la actividad bioluminiscente observada. La presencia de
potenciadores o promotores fuertes cerca del gen de luciferasa integrado podria aumentar su expresion,
pero reduciria su respuesta a la adicion de suero [Hampf y Gossen, 2007]. Otros criterios de seleccion
mas practicos podrian reducir la posibilidad de elegir colonias con expresion alterada de luciferasas.

Uno de estos criterios consistiria en seleccionar colonias cuya intensidad de sefial fuera cercana
al promedio, donde el gen reportero podria estar libre de elementos externos al plasmido que influyeran
en su expresion. Este criterio serviria para descartar colonias en donde el gen reportero se
sobreexpresara por efecto de potenciadores y promotores fuertes o se encontrara en proceso de
silenciamiento transcripcional. Como alternativa, se podrian seleccionar las colonias con mayor
respuesta a la adicion de suero en ensayos de sincronizacion y reinicio del ciclo celular, aunque
implicaria armar un ensayo de dinamica transcripcional para colonias individuales. Cualquiera de estas
opciones podria utilizarse en la seleccion de colonias futuras con actividad bioluminiscente.

Se observé ruido de fondo en la primer captura de la caAmara-CCD después de la adicion de
suero, en parte debido al uso de la camara en campo claro para reenfocar la muestra.

Un fenémeno presente en la mayoria de los ensayos de bioluminiscencia fue la disminucion de
la intensidad relativa neta en algunas de las células analizadas en la primer captura de bioluminiscencia
posterior a la adicion de suero. Se observé en la imagen obtenida un aumento en la intensidad de todos
los pixeles, la cual se considero resultado de un aumento en el ruido de fondo por parte de la camara.
De acuerdo a comentarios del servicio técnico de Andor, la marca de la camara-CCD utilizada en estos
ensayos, el ruido observado fue producto de residuos de la sefial obtenida en campo claro. La captura
en campo claro se tomaba rutinariamente después de la adicion de suero para reenfocar la imagen. Al
cambiar el método de adquisicion a bioluminiscencia después de tomar la imagen en campo claro,
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bajaba la temperatura de la cdmara-CCD y esto impedia la eliminacion de la senal residual de la Gltima
captura. Estos residuos ocasionaban ruido de fondo en las primeras imagenes de bioluminiscencia. El
programa de analisis de imagen consideraba a las células con un tamafio mayor a lo real en las
imagenes con ruido de fondo alto, debido a que consideraba al ruido adjacente a las células como parte
de las mismas. Al analizarse un drea mayor a la necesaria, el promedio de intensidad de la sefal de cada
célula se calculé menor al promedio real.

La solucion propuesta por el servicio técnico fue esperar unos minutos antes de pasar al modo
de adquisicion de bioluminiscencia para que la cdmara-CCD limpie la sefial residual. También
recomendo esperar a que se enfriara la cdmara-CCD después de tomar capturas en campo claro y antes
de pasar al modo de adquisicion de imagenes de bioluminiscencia. Debido al tiempo que tomaria seguir
estas precauciones, se decidié dejar de tomar capturas en campo claro tras la adicion de suero en los
ensayos con CBG99 y CBG99-Ubx4 en células 3T3 (Figuras 26 y 28), y se consiguid disminuir
parcialmente este fendomeno. Sin embargo, el programa de andlisis de imagen sigui6 tomando
erroneamente la superficie de las células analizadas en la captura posterior a la adicion de suero, por
razones de momento desconocidas. Por lo tanto, las mediciones de esta captura se ignoraron. Para
evitar la necesidad de detener la cdmara-CCD durante la adicion de suero se podrian usar inyectores
que lo suministren manual o automaticamente, sin necesidad de detener la captura de bioluminiscencia.
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8. Conclusiones.

-La sefial obtenida en los ensayos de bioluminiscencia de células 3T3 individuales con
expresion de las luciferasas CBG99 y CBR fue aceptable. Es necesario aumentar la eficiencia de
sincronizacion del ciclo celular para corroborar que la sefial generada por estas luciferasas reporta la
actividad transcripcional de los genes c-Fos y Ciclina A2.

-Las fusiones traduccionales de luciferasas con cuatro ubiquitinas no hidrolizables G76V
tuvieron una sefial débil, la cual no fue conveniente para los ensayos de bioluminiscencia. El uso de
técnicas o modificaciones que aumenten la sefial observada podria aumentar la utilidad de estos

reporteros.

9. Perspectivas

-Integrar la secuencia del potenciador de SV40 en los plasmidos TK-CBG99 y TK-CBR. Llevar
a cabo los ensayos de vida media de las luciferasas ELuc, Luc2, CBG99 y CBR en tiempo real.

-Evaluar la eficiencia de sincronizacion del ciclo celular en las células a emplear. Optimizar la
eficiencia de sincronizacién por privacion de suero en células 3T3, o bien, cambiar de método de

sincronizacion.

-Corroborar que las luciferasas expresadas en las lineas de transfeccion estable de pCBG99-cfos
y pCBR-cycA2 reportan la actividad transcripcional de los genes correspondientes mediante la
cuantificacion directa de los transcritos de c-Fos, Ciclina A2 y las luciferasas.

-Armar un ensayo de bioluminiscencia dual con las luciferasas CBG99 y CBR en células
individuales, con ayuda de un sistema de filtros.

-Llevar a cabo ensayos de bioluminiscencia con las luciferasas desestabilizadas CBG99-Ubx4 y
CBR-Ubx4 utilizando binning de pixeles. Evaluar la utilidad de reducir el numero de ubiquitinas no
hidrolizables en las luciferasas desestabilizadas.
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