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RESUMEN

Los sensores fluorescentes codificados genéticamente, se han convertido en herramientas muy
utiles para hacer estudios de visualizacion y medicion de ciertos pardmetros intracelulares. El
calcio y el perdxido de hidréogeno son moléculas que participan como mensajeros intracelulares

para regular diferentes funciones celulares.

En el presente trabajo se construyeron vectores que contienen la secuencia que codifica para
sensores fluorescentes que miden calcio y perdxido de hidrégeno intracelular. La construccion
de los plasmidos se llevd a cabo con el propédsito de ser utilizados en un futuro en las células
troncales embrionarias de ratdon (ES), por tal motivo fue necesario incorporar en los plasmidos la
secuencia para el “enhancer”-promotor CMV/CBA vy las secuencias aisladoras llamadas
“insulators”. Una vez terminadas las construcciones, se evalud el funcionamiento de los sensores
contenidos en los vectores en dos lineas celulares: HEK293T y AD293. Los resultados mostraron
que el sensor Casel2 y HyPer respondieron a las variaciones en la concentracién de Ca®* o H,0,
intracelular respectivamente modificando su fluorescencia. Adicionalmente, se logré crecer de
manera Optima células en la incubadora adaptada en el microscopio, con esto se pudieron llevar a
cabo experimentos de larga duracién (horas), y se observd que las células transfectadas con los
vectores siguen expresando los sensores durante varios dias siendo observadas bajo el

microscopio de fluorescencia.

Los vectores construidos que contienen los sensores representan una herramienta practica y util
para llevar a cabo estudios sobre los cambios en la concentracion intracelular de ca* y de H,0, en

células vivas en tiempo real.



1. INTRODUCCION

El calcio es un segundo mensajero intracelular, que es esencial para llevar a cabo numerosas
funciones bioldgicas tales como: morfogénesis, contraccién muscular, apoptosis, expresion génica,
fertilizacion, etc. (Morales Tlalpan et al. 2007). Para realizar esas funciones, las células deben
modificar la concentracién de Ca*" intracelular ([Ca®'];) en el citoplasma que en niveles basales se
encuentra entre los 100-200 nM (Berridge et al. 2000). Los cambios en la [Ca**]; ocurren a través
del uso de receptores, canales, amortiguadores, proteinas citosélicas que unen Ca”*,

"], esta determinado

intercambiadores y bombas (Figura 1). En un momento dado el nivel de [Ca
por un balance entre las reacciones que se les ha llamado de “encendido” y de “apagado”
(Berridge et al. 2003). Durante los mecanismos de encendido se incrementa el Ca** en las células,
el cual puede provenir del medio extracelular o de los depdsitos internos de Ca**que son: el
reticulo endoplasmico (ER), la mitocondria y en las células musculares el reticulo sarcopldsmico
(SR). En las reacciones denominadas de apagado el Ca** intracelular del citoplasma es removido,
ya sea expulsandolo al exterior por medio de intercambiadores (Na*/Ca®*) y bombas como la
ATPasa dependiente de calcio (PMCA), o es recapturado por los depdsitos internos a través de la
bomba SERCA, la cual esta en el reticulo endopldasmico y sarcopldasmico (Nowycky y Thomas

2002).

1.1. Fluctuaciones del Ca** intracelular.

La sefializacién a través del calcio depende en gran medida de un incremento en la [Ca®'].
(Berridge et al. 1998). Este cambio se produce por la entrada de Ca** del exterior o por la
liberacién de Ca”** de los depésitos intracelulares. El Ca®* extracelular puede entrar a través de
distintos mecanismos. En la membrana celular hay proteinas que son canales y permiten el paso
del Ca** hacia el interior. Los canales pueden ser dependientes de voltaje (VOC), dependientes de
receptores (ROC), o canales dependientes de las pozas internas (SOC) los cuales se abren cuando
los depdsitos intracelulares de Ca** se han vaciado (Doadrio 2009).

Los VOC pertenecen a una familia de la cual se han descrito seis tipos funcionales de canales de
calcio (T, L, N, P, Q y R). Estos canales se abren cuando ocurren despolarizaciones en la membrana

(Doadrio 2009).



Los canales ROC, se activan cuando su ligando se une al receptor especifico de membrana, y los
SOC son canales que se abren cuando los depdsitos intracelulares de Ca®* se han vaciado (Berridge
et al. 1998). También existen los receptores TRP (receptores de potencial transitorio), los cuales
son canales que permiten la entrada de Ca’* en respuesta a distintos estimulos como el estrés

mecdnico y la temperatura (O'Neil y Brown 2003).

. e .. 2+ . . . 2
Figura 1. Dinamica del Ca®* intracelular. Durante los mecanismos de encendido la [Ca”*]; aumenta

mediante la entrada de Ca®" extracelular o la liberacién de Ca®* de los depésitos intracelulares. En los
mecanismos de apagado la [Ca®']; disminuye porque el Ca’" es removido del citoplasma a través de
intercambiadores o bombas. Modificado de: Diaz 2003.

El aumento en el Ca** intracelular también se genera por liberacién de Ca®" de las pozas internas.

Esta liberacion es controlada por canales del receptor del 1,4,5, inositol trifosfato (IP3R) y el



receptor de rianodina (RYR), los cuales se encuentran en el reticulo endopldmico y sarcoplasmico
(Berridge et al. 2000).

Una de las rutas intracelulares mejor caracterizada en la liberacion de calcio del ER y SR es a través
del IP3 (Figura 2). El IP3 se genera a partir de los fosfolipidos de inositol (Alberts et al. 2008). En
esta via participa un receptor acoplado a una proteina G especificamente una Gq. Cuando el
ligando se une al receptor se activa la proteina Gg que a través de su subunidad o estimula la
activacién de la fosfolipasa C-B. (Alberts et al. 2008). La fosfolipasa C hidroliza al fosfatidil inositol
bifosfato (PIP2) y se generan dos productos: el diacilglicerol y el IP3. El IP3 es una molécula
pequeiia, hidrosoluble que deja la membrana plasmatica y difunde hacia el interior de la célula
(Alberts et al. 2008). Cuando el IP3 llega al reticulo endoplasmico, se une a su receptor IP3R que
funciona como canal de Ca** y por lo tanto ocurre la liberacién de calcio del interior del ER
(Clapham 2007). El diacilglicerol es hidrofébico y se queda en la membrana, activando a la

proteina cinasa C en una de sus multiples funciones (Alberts et al. 2008).

Otro mecanismo por el cual se libera Ca®* de las pozas internas, es a través de los (RYR) receptores
de rianodina (Nowycky vy Thomas 2002). Estos receptores se encuentran en el reticulo
endopldsmico y el sarcopldsmico. Existen tres isoformas de estos receptores: RYR1, RYR2 y RYR3
(Fill y Copello 2002). El receptor de rianodina funciona como un canal para liberar Ca**, el cual
puede ser modulado por distintos agentes fisiolégicos como el Ca®*, Mg®*, ATP, adenosin difosfato
ciclico de ribosa (ADPRc), por procesos celulares: fosforilaciéon, oxidacion y por agentes
farmacoldgicos como: la cafeina, rianodina, rutenio, etc. (Fill y Copello 2002). Se sabe que en
células del musculo esquelético el RYR1 tiene una participacion importante en el acoplamiento de
la excitacion-contraccion del musculo. Para que ocurra el acoplamiento de excitacién-contraccion
se produce la despolarizacién de la membrana que es detectada por los receptores de

dihidropiridinas (DHPR) localizados en la membrana de los tubulos T, que trasmiten la sefial

al RYR1 para que se libere Ca** del SR (Yamazawa et al. 1997).
Aunque los RYR pueden ser controlados por diversos factores, el Ca’* tiene un papel muy

importante en su regulacién. Al ocurrir la entrada de Ca®* extracelular, los canales RYR pueden ser

activados por ese mismo Ca>* para liberar mas Ca** (Fill y Copello 2002).
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Figura 1.1. Ruta del IP3. El receptor acoplado a una proteina G se une a su ligando, lo que induce a que
la proteina G se active, posteriormente esta proteina G es capaz de darle actividad a la fosfolipasa C-f3,
la cual hidroliza al fosfatidil inositol bifosfato (PIP2), generando el 1,4,5-inositol trifosfato (IP3) y el
diacilglicerol. El IP3 se une a su receptor en el reticulo endopldsmico, para abrir canales de ca’.
Tomado y modificado de: Alberts et al. 2008.

1.2. Medicién del Ca** intracelular.

Por la importancia que tienen los cambios de la [Ca*]; para realizar distintas funciones bioldgicas,
se han desarrollado diversas técnicas y herramientas que permiten la medicidn y visualizacion del
calcio intracelular (Takahashi et al. 1999). En el afio de 1980 Tsien y sus colaboradores lograron
crear una variedad de indicadores quimicos fluorescentes para medir calcio intracelular

(Takahashi et al. 1999).

La fluorescencia es la emision de luz por parte de una molécula con propiedades fluorescentes
gue al ser excitada emitird luz de una longitud de onda mas larga que la de absorcion (Lichtman y
Conchello 2005). El fendmeno de fluorescencia ocurre cuando los electrones de la molécula son
excitados para pasar de un estado basal a uno con mayor energia, los electrones tienden a
regresar al estado basal, al pasar al estado de menor energia emitiran luz (Lichtman y Conchello

2005).
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El principio por el cual funcionan los indicadores fluorescentes, es que al estar unidos al calcio o la
molécula de interés, cambian sus propiedades de absorcion y de emision (Takahashi et al. 1999).
Los indicadores fluorescentes pueden clasificarse en indicadores de cociente o indicadores de una
sola longitud de onda. Los indicadores de cociente miden la concentracién de Ca®" a partir de los
valores de la intensidad de la fluorescencia de dos longitudes de onda. Con el otro tipo de
indicadores la concentracidn de Ca** es determinada por el incremento relativo en la intensidad de
la fluorescencia de una sola longitud de onda (Rudolf et al. 2003) . En la Tabla 1.2 se muestran
algunos de los indicadores fluorescentes mas cominmente empleados para medir el Ca**
intracelular, los de color azul representan a los indicadores de cociente y los morados son los que

miden una sola longitud de onda.

Tabla 1.2. Indicadores Fluorescentes de Calcio (Takahashi et al. 1999).

Longitud de onda de Longitud de onda de
INDICADOR Absorcién (nm). Emision (nm).
Libre de Ca2+ Unido a Caz+ Libre de CaZ2+ Unido a Caz+

Fura 2 363 335 512 505
Indo 1 346 330 475 401
Quin 2 353 333 495 495
Fluo 3 503 506 526 526
Calcium Green 1 506 506 531 531
Rhod 2 556 553 576 576

Ademas de los indicadores fluorescentes, también se han desarrollado sensores fluorescentes
codificados genéticamente para medir parametros intracelulares. Estos sensores estan formados
por proteinas fluorescentes con dominios que se unen a la molécula de interés (Zhang et al.

2002).

1.3. Proteinas Fluorescentes.

Los sensores fluorescentes codificados genéticamente estdn formados por proteinas
fluorescentes. La proteina GFP por sus siglas en inglés, es la primera proteina verde fluorescente
que se descubrid, la cual es sintetizada por la medusa Aequorea victoria (Shimomura et al. 1962).
Estd formada por 238 aminodacidos, de los cuales los residuos 65-67 (Ser-Tyr-Gly) forman

espontaneamente el cromoéforo de la GFP (Tsien 1998). La GFP estd constituida por 11 ldminas
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B que forman un barril, y una hélice que atraviesa el centro de la proteina, adentro de ese barril
estd localizado el cromoforo (Figura 1.3). La estructura en forma de barril permite que el
cromdforo esté aislado y no quede expuesto al medio. La GFP posee dos pico en su espectro de
excitacion, el pico maximo es de 395 nm que da una emisidon de 508 y un pico minimo de 475 nm
gue emite a un maximo de 503 nm. La GFP ha sido la proteina fluorescente mas utilizada en
ensayos biolégicos de expresién de genes, localizacion de proteinas, interacciones proteina-

proteina entre otras (Chudakov et al. 2005).

Figura 1.3. Estructura de la GFP. a. En su estructura tridimensional la GFP forma un barril de ldminas 3,
el cromdforo se ubica casi en el centro. b. Representacion en plano de la estructura de la GFP. Las hojas
[ estén en color verde, las hélice a en azul y en amarillo se muestran las asas conectoras (Yang et al.
1996).

A partir de la GFP se han creado diferentes variantes a través de los avances en la ingenieria de
proteinas fluorescentes. Esto se ha logrado por medio de ensayos de mutagénesis dirigida (Shaner
et al. 2007). Se ha visto que los aminodcidos importantes en modificar las propiedades
fluorescentes de estas proteinas son los residuos que forman el cromaéforo o los que modifican su
entorno. Estos cambios pueden alterar las transiciones electrénicas del croméforo para modificar
la fluorescencia de la proteina, con esto se ha logrado crear variantes como BFP,CFP, EGFP y YFP.
En diferentes especies de colares se han podido aislar proteinas fluorescentes en el rango de
anaranjado y rojo tales como DsRed, TagRFP, y tdTomato (Shaner et al. 2007). En la actualidad se
ha logrado obtener proteinas fluorescentes que van en casi todo el rango del espectro visible

(Tabla 1.3).
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Tabla 1.3. Proteinas Fluorescentes y algunas de sus propiedades fisicas. Modificado de
Shaner et al. 2007.

Proteina Color Excitacion Emision Croméforo
(nm) (nm)

EBFP2 | Al | 383 a8 | SHG |
ECFP Cian 433/445 475/503 TWG
mEGFP Verde 488 507 TYG
EYFP Amarillo 514 527 GYG
tdTomato Naranja 554 581 MYG
TagRFP Naranja 555 584 MYG

1.4. Sensores fluorescentes codificados genéticamente.

Los sensores codificados genéticamente, reciben ese nombre porque son secuencias de DNA que
pueden introducirse a las células a través de vectores para formar las proteinas que servirdn como
sensor (McCombs y Palmer 2008). Existen sensores genéticos fluorescentes para medir una gran
variedad de moléculas como el Ca**, AMPc, GMPc, H,0,, CI” entre otras (VanEngelenburg y Palmer
2008). Las proteinas fluorescentes que componen los sensores deben estar fusionadas a
dominios proteicos que interaccionan con la molécula que se quiere medir para lograr cambios
conformacionales que puedan modular o modificar las propiedades fluorescentes del fluoréforo
(Mc Combs y Palmer, 2008). La naturaleza de esos dominios determinan el disefio y las
propiedades del sensor, por eso es muy importante conocer con precision las caracteristicas

funcionales de esos motivos (Mank y Griesbeck 2008).

Cabe mencionar que los indicadores fluorescentes sintéticos comunes y los codificados
genéticamente tienen ciertas ventajas y desventajas dependiendo del tipo de estudio que se
quiere llevar a cabo. Los indicadores quimicos fluorescentes a diferencia de los codificados
genéticamente son moléculas pequeiias con un rango dindmico amplio, una mayor sensibilidad y
poseen una cinética de respuesta rapida (Palmer y Tsien 2006). Dentro de las desventajas que se
presentan con el uso de indicadores quimicos, es que la mayoria de estas moléculas sintéticas son
esteres que entran a través de las membranas y su localizacién no puede ser controlada, por lo

tanto no pueden dirigirse a un compartimiento intracelular especifico, estos indicadores no se
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pueden incorporar a tejidos intactos, ademads se van degradando o saliendo de las células, por lo

tanto es dificil hacer experimentos de larga duracién es decir horas o dias (Palmer y Tsien 2006).

Algunas de las ventajas que tiene el uso de sensores codificados genéticamente son: 1) no
necesitan cofactores ni sustratos para funcionar, 2) se puede dirigir su localizacién hacia alguin
compartimiento intracelular especifico (Rochefort et al. 2008), 3) la expresidn y por lo tanto la
produccidon del sensor puede ser inducida si se ponen bajo el control de determinados
promotores, 4) ademas una vez incorporados en las células, en caso de trasnfecciones estables,
se pueden llevar a cabo ensayos por periodos largos de tiempo (VanEngelenburg y Palmer 2008).
Algunos de los problemas que podria traer el uso de estos sensores es presentar un rango
dinamico bajo, y en el caso de los que utilizan una proteina fluorescente (un fluoréforo) pueden

ser sensibles a cambios en el pH (Nakai et al. 2001).

Los sensores genéticos fluorescentes que miden calcio tienen como dominio de unién a Ca** la
proteina calmodulina. La calmodulina (CaM) es una proteina presente en todas las células
eucariontes. Esta proteina es relativamente pequeiia ya que la CaM de vertebrados es de 148
aminoacidos (Chin y Means 2000). Esta proteina posee un dominio conocido como mano “EF”, el
cual es un sitio unidn al Ca** que esta formado por dos hélices y un bucle. La calmodulina tiene dos
dominios globulares, en cada dominio hay dos sitios de unién a Ca**(Johnson 2006). La unién con
el Ca** produce alteraciones en los dngulos helicoidales del motivo EF. Durante la unién del calcio
con CaM, la proteina experimenta cambios estructurales, el mds notable es la rotacién de los dos
dominios globulares que genera una conformacién mas abierta de la proteina (Figura 4). Los
nuevos arreglos estructurales resultan en la exposicidon de sitios hidrofébicos que le permiten
interactuar con sus proteinas blanco como: fosfodiesterasas, adenilato ciclasas dependientes de
CaM, cinasas, fosfatasas como la calcineurina entre muchas otras (Chin y Means 2000). La proteina
CaM participa en la regulacion de procesos celulares como el crecimiento, proliferacion,

movimiento etc. (Hoeflich y Ikura 2002).

Existen principalmente dos formas en las cuales operan los sensores genéticos fluorescentes para
calcio: los que utilizan FRET (Forster resonance energy transfer) donde se requiere de dos
fluoréforos, y los sensores que utilizan una proteina fluorescente con un solo fluoréforo (Mank y

Griesbeck 2008).
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Figura 1.4. Calmodulina y su interaccién con el Ca*" El ion calcio regula cambios conformacionales de
CaM. (a) En ausencia de calcio, CaM adopta una conformacién mas cerrada. (b) Cuando se une el calcio
la proteina presenta cambios estructurales en los dominios confiriéndole una conformacion mas
abierta. En el esquema se muestran en morado residuos hidrofébicos potenciales para interactuar con
otras proteinas. Estos residuos estdan mas expuestos cuando la proteina esta unida a Ca**. Tomado y
modificado de Chin y Means 2000.

1.4.1 Sensores de FRET.

FRET es un fendmeno de transferencia de energia que ocurre entre un fluoréforo donador y un
aceptor localizados a una cierta proximidad molecular adecuada para que el espectro de emisién
del donador sobrelape con el espectro de excitacion del aceptor (Figura 1.4.1). Bajo estas
condiciones la energia (E) es trasferida del donador al aceptor con una eficiencia que es definida

por la siguiente ecuacion:

R;
RS + r°

EFRET -

Donde r es la distancia que existe entre los dos fluoréforos y Ry (llamada la distancia Forster), es la
distancia a la cual el 50% de la energia se trasfiere entre el donador y el aceptor. Es importante
resaltar que Ry es un valor especifico particular de cada par de fluoréforos donador y aceptor, que
ademads dependera del sobrelape del espectro de emision del donador y la excitacion del aceptor.

Generalmente las distancias Forster estan en el rango de 20-80 A (Zhang et al. 2002).
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Figura 1.4.1. FRET. Para que ocurra FRET, la energia debe ser transferida de un fluoréforo donador en
un estado electréonico excitado a otro fluoréforo aceptor. La longitud de onda de emisién de la
molécula donadora debe ser la longitud de onda de excitacidn del aceptor, por lo tanto si ocurre FRET
la porcidén de la luz que se observarad serd la de emision del donador. Tomado y modificado de
Fernandez et al. 2005.

Lo sensores de FRET estan formados por dos proteinas fluorescentes (dos fluoréforos). Para que
funcione el sensor, las dos proteinas fluorescentes deben tener acoplados dominios, que
interactuan en la presencia de la molécula de interés. Al darse estd unidn, ocurren cambios que
permiten a las dos proteinas fluorescentes estar a una distancia adecuada para que ocurra FRET

(Figura 1.4.1.1).

Los sensores de FRET tienen la ventaja de funcionar como indicadores de cociente porque se

miden dos longitudes de onda (Rudolf et al. 2003).

El primer sensor de FRET de calcio que se construyd, fue un indicador llamado Camaleon (Figura
1.4.1.2.), este se construyd colocando a la proteina calmodulina y al péptido M13 que proviene
de la cadena ligera de la cinasa de la miosina (MLCK), entre una proteina azul (BFP) o cian (CFP) y
una verde (GFP) o amarilla (YFP) (Miyawaki et al. 1997). Cuando aumenta el calcio intracelular, el
Ca’* se une a CaM y esta interacttia con M13, al darse esta unién, las dos proteinas fluorescentes
se ubican en una distancia adecuada para que ocurra FRET. Los cambios en la [Ca2+]i se median

por la disminucién de la emision del azul y el incremento en la emisidn del verde.
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Figura 1.4.1.1. Disefio general de los sensores de FRET. Estos sensores tienen dos proteinas
fluorescentes (p e. YFP y CFP) y estas se encuentran fusionadas a otras proteina (X, Y) que
interactuan entre ellas ante la presencia de cierta molécula. Cuando las proteinas (X, Y) se unen
producen que los fluoréforos de las proteinas fluorescentes estén en una proximidad adecuada
para que ocurra FRET. Tomado y modificado de Zhang, 2002.

Desafortunadamente este sensor presentaba un rango dinamico muy pequeiio (1.6 veces
aumento en la fluorescencia), por lo tanto era dificil visualizar el cambio de fluorescencia

producido por el calcio (Truong et al. 2001).

En la busqueda por mejorar los sensores de FRET para calcio, se han probado otras proteinas que
puedan servir como dominios de unidn al calcio ya que la CaM es una proteina muy abundante en
las células lo que podria ocasionar que esa CaM enddgena se uniera al M13 del sensor y por lo
tanto no detectar cambios en la fluorescencia. Se han creado sensores que emplean una parte de
la troponina C como motivo de unién a Ca®* (Heim y Griesbeck 2004). Para crear el sensor llamado
TNXXL, se realizaron mutaciones especificas en residuos de aminoacidos de la secuencia de la
troponina C del musculo esquelético de pollo para seleccionar los residuos que pudieran aumentar
la sensibilidad de esa porcién de la troponina C hacia el Ca®*. Con esos ensayos se logré generar
una secuencia de la troponina C que tuviera una alta afinidad por el Ca** (Mank et al. 2008). El
sensor TNXXL esta formado por dos proteinas fluorescentes: CFP y citrina, unidas por la porcion

modificada de la troponina C (Figura 1.4.1.3a).
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Figura 1.4.1.2. Sensores de calcio llamados Camaleones. Los cilindros representan las proteinas
fluorescentes, en medio se encuentran fusionadas CaM y M13. Al estar presente el calcio CaM y M13
se unen, lo que ocasiona que ocurra FRET. Tomado de Miyawaki et al; 1997.

Otro sensor de FRET optimizado para medir calcio es el D3cpv (Wallace et al. 2008). Para la
construccion de este sensor se utilizé a CaM y M13 modificados para que interactien solamente
entre ellos con mayor especificidad. Ademas en D3cpv la CaM enddgena es incapaz de unirse al
M13 del sensor. Para generar este sensor utilizaron un programa computacional para seleccionar
los residuos de aminoacidos que pudieran modificar las propiedades de interaccion entre CaM vy
M13 (Palmer et al. 2006). Las nuevas mutantes de CaM y M13 se nombraron D3y se fusionaron a
la proteina fluorescente cian (CFP) y a una proteina fluorescente venus permutada circularmente
(cpV) (Figura 1.4.1.3b). El sensor TNXXL y D3cpv han resultado ser muy eficientes para hacer

estudios de actividad neuronal en ratas (Rochefort y Konnerth 2008 ).
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Figura 1.4.1.3. Sensores de FRET para ca*. (a). El sensor TN-XXL. Estd formado por dos proteinas
fluorescentes (CFP y Citrina) las cuales estan unidas por una porcién de la secuencia de la troponina C.
(b). D3cpv, esta formado por una proteina fluorescente azul (ECFP) y una amarilla venus permutada
circularmente (cpV), las cuales estan unidas por la CaM y el M13. Tomado de Rochefort y Konnerth
2008.

1.4.2. Sensores genéticos que utilizan un fluordforo.

Estos sensores funcionan a través de cambios conformacionales en la proteina fluorescente que
alteren el entorno donde se encuentra el croméforo (McCombs y Palmer 2008). Para que sucedan
esos cambios se deben insertar dominios que se unen a la molécula de interés en sitios cercanos
al croméforo (Figura 1.4.2). Cuando ocurre la interaccion con la molécula de interés, se modifica
la estructura de la proteina cerca del sitio del cromdéforo, ya sea dejdndolo mas expuesto o menos
expuesto al solvente y por lo tanto cambiard su estado de protonacion. Cuando el croméforo se
encuentra desprotonado se favorece la deslocalizacion de los electrones y por lo tanto la

fluorescencia aumenta (Nagai et al. 2001).
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Figura 1.4.2. Sensores formados por una proteina fluorescente. A. En estos sensores la proteina
fluorescente esta fusionada a dominios sensibles a la molécula de interés, que al interactuar con la
molécula experimentan cambios en la fluorescencia. (B). En los sensores de calcio se puede utilizar
una YFP fusionada a la CaM, o puede ser una YFP permutada circularmente fusionada a CaMy M13. En
los dos casos la presencia del calcio produce que la fluorescencia de la proteina cambie. Tomado y
modificado de: Zahng et al; 2002 y Rudolf et al; 2003.
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Como se muestra en la Figura 1.4.2.1 existen basicamente tres disefios de sensores para calcio que
utilizan una proteina fluorescente (Mank y Griesbeck 2008). Los camgaroos son sensores
formados por una YFP fusionada a CaM. Los GCaMP estan construidos a partir de una proteina
fluorescente permutada circularmente. La permutacién circular consiste en unir los extremos
originales amino (N) y carboxilo (C) por un péptido de uniéon que va de 5-6 aminodcidos
(VanEngelenburg y Palmer 2008). En los sensores GCaMP, en el extremo amino terminal esta
fusionado el péptido M13 y en el carboxilo terminal estd CaM. Por ultimo, los pericams son
sensores casi iguales a los GCaMP, también estdn permutados circularmente pero la diferencia es

que utilizan YFP.

Figura 1.4.2.1. Disefio basico de sensores de calcio. En los camgaroos CaM estd fusionada entre la
posicion 145 y 146 de una YFP. Los GCaMP y los pericam utilizan proteinas permutadas circularmente,
los GCaMP utilizan proteinas verdes fluorescentes y los pericams utilizan amarillas. Tomado de Mank y
Griesbeck 2008.

1.5. Sensor de Ca* Case 12.

Case 12 es un sensor fluorescente codificado genéticamente que modifica su fluorescencia ante
cambios en la [Ca®"]; (Souslova et al. 2007). Este sensor estd formado por una proteina
fluorescente GFP permutada circularmente, en el residuo 146 se fusiond la CaM y en el 147 el
M13 que proviene de la cadena ligera de la cinasa de la miosina (MLCK) (Figura 1.7). Los residuos
de aminoacidos 145 y 148 de la proteina GFP original han mostrado ser determinantes en las
propiedades fluorescentes porque se localizan cercanos al cromdéforo (Nakai et al. 2001). Por lo
tanto para hacer que el sensor Case 12 tuviera un rango dinamico mds amplio, se hicieron varios
ensayos de mutagénesis sitio dirigida cambiando los residuos de aminoacidos en las posiciones

145 y 148 (Souslova et al. 2007). En la Tabla 1.5 se muestran los aminoacidos clave en la
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construcciéon del sensor, se encontré una mejor respuesta en cuanto al aumento de la

fluorescencia cuando los residuos se cambiaron por Glu148/Thr145 (Souslova et al. 2007).

Tabla 1.5. Residuos de aminodcidos importantes en el disefio del sensor (Souslova et al;

2007).
Sensor Sitios de union Residuo | Residuo | Residuo
aM13 y CaM 148 145 203
Case 12 SSLENVY---LEYNTRDQL E T F
GFP H Y E
nativa

El sensor Case 12 funciona a través de la interaccidon entre CaM y M13. Cuando el Ca®" se une a
CaM, esta proteina cambia su estructura y expone residuos hidrofébicos que hacen contacto con
los residuos Trp4 y Phel7 de M13 (Figura 1.5). Al estar unidos CaM y M13, se produce un cambio
conformacional en proteina fluorescente del sensor, la cual adopta una forma mas cerrada y el
cromdforo queda menos expuesto al solvente. Al estar menos expuesto se encuentra en un estado

desprotonado. En el estado desprotonado la fluorescencia aumenta (Nagai et al. 2001).

1.6. Perdxido de Hidrégeno.

Las especies reactivas de oxigeno (ROS) es un término que se les da a ciertas moléculas que se
forman de la reduccion incompleta del oxigeno (D'Autreaux y Toledano 2007). Las especies
reactivas de oxigeno son moléculas como el 02, H,0,, OH, NO, etc. Las ROS pueden actuar como
moléculas intracelulares de sefalizacién (Covarrubias et al. 2008), y también se ha encontrado que
pueden activar diferentes cascadas enzimaticas y factores de transcripcion (Droge 2002). Se ha
demostrado que pueden participar activamente en diversos procesos bioldgicos como: estrés
oxidativo, crecimiento celular, muerte celular programada, proliferacién, migracién, diferenciacién

entre otros (Covarrubias et al. 2008).
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Figura 1.5. Sensor Case 12. (a) En el esquema se muestra a la proteina fluorescente permutada
circularmente (cpFP), con el cromoéforo en verde, los residuos de aminodcidos mds préximos al
cromdforo en azul y en rojo los residuos de aminoacidos donde se unié M13 y CaM. (b)
Representacidn de la interaccién de CaM con M13. MKCL estd en verde y la cadena principal de CaM
estd en blanco. MLCK puede hacer contacto con la proteina CaM a través de su triptéfano que
interacciona con la Metionina 124 de CaM. Tomado de: Souslova et al. 2007 y Chin y Means 2000.

El H,0, es muy conocido por sus efectos citotdxicos, pero ultimamente se le ha empezado a
considerar como un regulador importante en la transduccidn de sefiales intracelulares (Veal et al.
2007). En organismos multicelulares se ha reportado la participacion del H,0, en activar rutas
para estimular la proliferacion, diferenciacion asi como la apoptosis (Cai 2005). La utilizacion del
H,0, como una molécula sefial por ser tan reactiva y toxica representa un riesgo para las células,
por lo tanto su produccién y eliminacién debe ser muy bien regulada (Ushio-Fukai 2006). Existen
enzimas que se encargan de su degradacién como la catalasa, glutatiéon peroxidasa y las

peroxiredoxinas (Veal et al. 2007).

El H,0, puede generarse por diversas fuentes, principalmente se produce por la catalisis de
aniones superdxido (0%) que se forman durante la respiracién aerdbica y luego se convierte en
H,0, por la superdxido dismutasa, pero se ha visto que el H,0, puede generarse a partir de 0>
generado por NADPH oxidasas que son activadas por células del sistema inmune (fagocitos),
factores de crecimiento o citosinas (Veal et al. 2007). El H,0, también puede provenir del exterior,

al ser una molécula no polar puede atravesar facilmente las membranas. La concentracidn de
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H,0, intracelular es importante para regular las vias donde interviene, a bajas concentraciones

puede activar diversas proteinas, pero en altos niveles puede dainar a las células (Veal et al. 2007).

Para que el H,0, pueda ejercer su funcién como una molécula reguladora de procesos celulares,
debe interactuar e influenciar en la actividad de otras proteinas que respondan a esta molécula.
Existen diversas proteinas que interaccionan con el H,0,, por ejemplo las proteinas que contienen
residuos de cisteinas que al estar desprotonados son muy susceptibles a ser oxidadas por el H,0,.
La mayoria de los residuos de cisteina de proteinas citosdlicas estan protonados, por lo tanto no
pueden reaccionar ante la presencia de H,0,, con esto se puede regular la funcion del peréxido de
hidrogeno como molécula sefial, solo se le permite interaccionar y activar ciertas proteinas

especificas (Veal et al. 2007).

Es importante resaltar que la funcién de H,0, en la regulacién de diversas rutas apenas se estd
descubriendo, pero parece ser una molécula que participa en un gran nimero de procesos

celulares importantes (Veal et al. 2007).

1.7. Sensor de H,0, intracelular.

La visualizacién y medicion de ROS intracelular se ha llevado a cabo cominmente utilizando
derivados de diclorofluoresceina (DCF). Estos compuestos no son especificos para medir un tipo
de especie reactiva porque pueden reaccionar con todas las ROS, tampoco se puede dirigir su
localizacién a compartimientos intracelulares especificos, al ser expuestos a la luz pueden producir

mas ROS.

Por lo anterior para estudiar la concentracién de H,0, intracelular de forma mas eficiente, se han
desarrollado sensores genéticos fluorescentes especificos para H,0, como HyPer (Belousov et al.
2006). HyPer es un sensor formado por una proteina amarilla fluorescente permutada
circularmente (cpYFP) insertada dentro del dominio regulatorio de la proteina OxyR. La proteina
OxyR es un factor de transcripcién en E. coli que se activa en presencia del perdxido de hidrégeno
intracelular, el H,0, oxida cisteinas de OxyR (Lee et al. 2004). OxyR estd formada por dos
dominios, un dominio de unién a H,0, (aminoacidos 80-310), y un dominio de unién al DNA
(aminoacidos 1-79). La activacion de la proteina OxyR por el H,0,, ocurre cuando el perdxido de

hidrégeno oxida la Cys 199 formando acido sulfénico como intermediario, posteriormente se
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genera un enlace disulfuro entre la Cys 199 y la Cys 208 (Choi et al. 2001). La formacién de este
nuevo enlace produce el cambio conformacional dramatico en el dominio de unién de H,0,
especialmente dentro de las regiones flexibles que abarcan los residuos de aminoacidos 205-222
(Belousov et al. 2006). Cuando la OxyR pasa de su forma reducida a oxidada es capaz de unirse al

DNA para reclutar a la RNA polimerasa para transcribir genes (Lee et al. 2004).

Para generar el sensor HyPeR, se fusiond una YFP permutada circularmente al dominio de unién
de H,0, de OxyR (Belousov et al. 2006). En el sensor HyPer la parte flexible del dominio de unién
de H,0, de OxyR se localiza cerca del cromodforo de la YFP, el cambio conformacional de OxyR
causado por el H,0, cambia el entorno del cromdéforo, por lo tanto aumenta su fluorescencia. Para
corroborar la especificidad de HyPer al H,0,, se probaron diferentes especies reactivas de
oxigeno. En la Tabla 1.7 se muestra que ninguna de las otras ROS excepto el H,0, fueron capaces
de inducir cambios en la excitaciéon de la YFP, por lo tanto el sensor HyPer puede ser usado para

medir exclusivamente H,0, intracelular (Belousov et al. 2006).

Tabla 1.7. Efecto de diferentes ROS en la excitacién de HyPer (Belousov et al. 2006).

Oxidante Fuente y concentracion Cambio en el radio
de excitacion
(500 nm/ 420 nm)
H,0, H,HO, (25nM)
Perdxido 1.5+ 0.12
02- Xantina (30mM) — xantanina 1+-0.04
Superoxido oxidasa (25mU)
GSSG Glutanidn oxidisado (1mM) 1+-0.02
Glutanidn
oxidisado
NO Oxido nitrico 1+-0.05
Oxido Nitrico S-nitroso- N- acetil penicilamina
ONOO Peroxinitrito 1+-0.04
Peroxinitrito 3- morfolinosidomina
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1.8. Insulators

Los insulators son secuencias de DNA que tienen la funcién de proteger genes de interacciones
inapropiadas entre dominios adyacentes en la cromatina (Gazner y Felsenfeld, 2006). Existen
basicamente dos formas en la cuales operan los insulators, una forma es que bloquean la
interaccién de enhancers con promotores, la otra forma es que pueden funcionar como barreras
(West et al. 2002). Para que el insulator pueda bloquear la interaccion de un enhancer con el
promotor, debe estar localizado entre estos dos (Figura 1.8 a). Cuando el insulator actia como
barrera, ayuda en la prevencion de la formacién de la heterocromatina, por lo tanto el insulator
ayuda a evitar que ocurra la condensacién de la cromatina y como consecuencia el silenciamiento

de ciertos genes (Figura 1.8b).

Figura 1.8. Funciones de los Insulators. (a). Las secuencias de los insulators pueden bloquear la interaccion
de enhancers con promotores. (b). Cuando funcionan como barreras, no permiten que ocurra la formacion
de la heterocromatina. Tomado y modificado de Gazner y Felsenfeld 2006.

El primer insulator de vertebrados que se caracterizé fué el cHS4 que se encuentra en el extremo
5’ del locus de la B-globina de pollo (Figura 1.8.1.). Este insulator posee las dos funciones, por una

parte evita la interaccion enhancer-promotor y también puede funcionar como barrera. Su
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funcién para bloquear enhacers la lleva a cabo por medio de la unién a la proteina CTCF vy la
actividad de barrera la realiza a través de las proteinas USF1, USF2 FI, Flll y FV (Gaszner y

Felsenfeld 2006).

Figura 1.8.1. Locus B-globina de pollo. En el extremo 5" se encuentra la secuencia que funciona como
insulator. La actividad de bloqueo del enhancer les regulada por la proteina CTCF, mientras que la funcién de
barrera resulta del efecto combinado de USF1 y USF2, y las proteinas FI, Flll y FV. Tomado y modificado de
Gazner y Felsenfeld 2006.

1.9. Utilizacion de sensores fluorescentes genéticos en células ES.

Las células troncales embrionarias (ES), son células pluripotentes capaces de formar cualquier tipo
de célula somatica y de la linea germinal cuando son inyectadas en el embrién en la etapa de
blastocisto (Baizabal y Covarrubias, 2008). Estas células pueden proliferar y mantener su
pluripotencia en cultivo, y también in vitro se puede inducir su diferenciacién al agregarse ciertos
factores extrinsecos o moléculas para dirigirlas a formar un tipo celular especifico (Murry y Keller
2008). Asimismo se ha probado que su diferenciacion puede ocurrir si se colocan en tejidos o
explantes que producen las moléculas y factores necesarios para inducir la formacién de un tipo
celular determinado, por ejemplo neuronas (Baizabal y Covarrubias 2008). En los ultimos afios se
ha tenido interés en encontrar si en células ES el Ca** y H,0, participan durante los procesos de
diferenciacion en la generacién de neuronas. Los sensores fluorescentes codificados
genéticamente parecen ser una herramienta util para llevar a cabo ese tipo de estudios en estas

células.
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2. ANTECEDENTES.

2.1. Sensor de Ca** Casel2.

La primera caracterizacion del sensor de calcio Casel2, lo realizd el grupo de investigacién que lo
construyd (Souslova et al. 2007). Primero determinaron el espectro de emisidén y de excitacidn del
sensor, y encontraron que Casel2 posee un pico de excitacién maximo de 491 nm y un pico de
emision maximo de 516 nm (Figura 2.1a). Posteriormente hicieron pruebas para determinar el
funcionamiento del sensor utilizando diferentes lineas celulares. Primero emplearon células Hela

*].. Observaron qgue la fluorescencia

para ver la respuesta del sensor ante los cambios en la [Ca
basal de las células era muy baja, pero al adicionar el ionéforo A23187 al medio el cual contenia 2
mM de Ca**, incrementé de 5-6 veces la fluorescencia, la cual disminuyd a niveles basales cuando
se agregd EGTA (Figura 2.1a). El sensor también se probé en células de melanoma humano
(M21) ante cambios de Ca** menos buscos que entraran dentro del rango fisioldgico. A las células
M21 que expresaron Casel2, se les agregd una concentracion final de 100 uM de ATP, los cambios
en la fluorescencia ocurrieron como espigas, por lo tanto la unién del calcio a la proteina del
sensor es rapida y reversible, con esto se demostré que el sensor puede detectar oscilaciones
rapidas de Ca®* (Figura 2.1b). Otras de las pruebas del sensor se hicieron en PC12, las cuales son
células neuronales derivadas de feocromocitoma de rata, antes de inducir cambios en la [Ca®']; las
PC12 se trataron con el factor de crecimiento neuronal (NGF) para inducir su diferenciacion hacia
neuronas. Transcurridos aproximadamente 170 segundos, se agregd al medio 500 uM de carbacol
(CCH), después se hizo un lavado durante 10 minutos para retirarlo del medio. Los resultados
mostraron que la intensidad de la fluorescencia aumentdé cuando se agregd CCH, pero la
fluorescencia disminuye cuando se retira el CCH de las células (Figura 2.1d). Con Estas pruebas los
autores demostraron que Casel2 tiene el potencial de utilizarse en lineas celulares para detectar y
responder con un rango dinamico alto ante los cambios en las concentraciones de calcio
intracelular (Souslova et al. 2007).

Existen pocos reportes sobre sensores genéticos fluorescentes de Ca”* utilizados en células
troncales embrionarias (ES). En 2009 Meyer y sus colaboradores reportaron el uso de un sensor
fluorescente de Ca®" codificado genéticamente llamado Camgaroo-2, el cual  permitié hacer

detecciones en los cambios de la [Ca®']; en células troncales embrionarias de ratén de la linea GSI1.
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Figura 2.1. Caracterizacion de Case 12 en diferentes lineas celulares. (a). Picos maximos de excitacion y
emisién. Para determinar el espectro de fluorescencia de Casel2 se utilizd 0.5mM de EGTA (lineas
punteadas) y 1 mM de Ca2+ (lineas continuas). (b). Cambios detectados en la fluorescencia ante la adicién
del iondforo A23187 y EGTA en células Hela que expresaban Casel2. (c). Fluorescencia de las células M21
en respuesta a la adicion de 100 uM de ATP. (d). Respuesta de las células PC12 ante 500 uM de carbacol
(CCH). La flecha hacia abajo indica el momento de la adicidn, la flecha hacia arriba indica el momento donde
se hizo el lavado. Tomado y modificado de Souslova et al. 2007.

Los experimentos se realizaron tanto en células ES pluripotentes (indiferenciadas) como en ES
diferenciadas a neuronas (Meyer et al. 2009). En la primera prueba se analizé la fluorescencia de
células ES indiferenciadas cuando se adicionaba potasio (K*) al medio. En medio sin K" las células
exhibieron una fluorescencia basal baja (Figura2.1.1a), pero cuando se agregaron altas
concentraciones de K* (60 mM) ocurrié un incremento en la intensidad de la fluorescencia (Figura
2.1.1b). Como se ve en la grafica (Figura 2.1.1c), el aumento de la fluorescencia causado por el K,

fue revertido al momento de hacer un lavado y quitar el potasio del medio.
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En células ES que previamente se indujeron a la diferenciaciéon neural, la fluorescencia basal
también fue baja (Figura 2.1.1d). Al momento de la adicién de 60mM de K* al medio, la
fluorescencia de las células aumenté (Figura 2.1.1e), pero como lo muestra la grafica de barras
(Figura 2.1.1f) al quitar el medio con alto K" la fluorescencia vuelve a disminuir. Por ultimo a
células ES diferenciadas e indiferenciadas que expresaron camgaroo-2, se les agregé 10 mM de
ionomicina al medio, que ocasiond aumento en la fluorescencia de las células comparada con la
basal, pero esta vuelve a bajar a niveles casi basales cuando se remueve la ionomicina del medio
(Figura 2.1.2ay b). Los resultados presentados en dicho trabajo indican que el sensor Camgaroo-2
puede ser utilizado para monitorear cambios de calcio intracelular en células ES y en su progenie,

incluyendo las que se diferenciaron en neuronas (Meyer et al. 2009)

Figura 2.1.1Cambios en la fluorescencia de ES indiferenciadas y diferenciadas que expresan Camgaroo-2.
(a). La fluorescencia basal de las células era baja en condiciones normales. (b). Al adicionar 60mM de potasio
al medio la fluorescencia de las células aumentd.(c). El aumento de la fluorescencia causado por el potasio
se revertio al quitar el medio y hacer un lavado a las células.(d). Las células diferenciadas a neuronas
presentaron una fluorescencia basal baja. e. Al agregar 60 mM de potasio la fluorescencia aumentd. (f). La
fluorescencia de las células vuelve a disminuir cuando se quita el potasio del medio. Tomado de Meyer et al.
2009.
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Figura 2.1.2.Células ES indiferenciadas y diferenciadas que expresaban Camgaroo-2. (a) y (b). La inomicina
produjo un aumento grande en la fluorescencia de las células ES indiferenciadas y las diferenciadas, pero la
fluorescencia disminuye cuando se quitoé la ionomicina del medio. Tomado de Meyer et al; 2009.

2.2. Sensor de H,0, HyPer.

Belousov y colaboradores construyeron y caracterizaron el sensor HyPer. Determinaron que
HyPer tiene dos picos de excitacion a 420nm y 500nm, con un pico de emision a 516nm (Figura
2.2a). En ausencia de H,0, HyPer tiene los dos picos maximos de excitacion de 420nmy de 500nm,
cuando se une al H,0,, el pico de excitacion a 420 nm disminuye proporcionalmente al aumento
del pico de 500nm, por lo que se le puede considerar un sensor de cociente que permite hacer
mediciones confiables de la concentracidn de H,0, intracelular. También observaron que HyPer
posee mayor sensibilidad in vitro que in vivo. En los estudios in vitro colocaron a la proteina
fluorescente pura en un medio reductor vy agregaron perdxido de hidréogeno al medio. La
concentracién minima de H,0, necesaria para inducir cambios en la fluorescencia de HyPer fue de
25 nM (Figura 2.2b). En cambio cuando se caracterizd la sensibilidad del sensor in vivo
expresandose en el citoplasma de células E. coli, encontraron que la cantidad minima para
detectar cambios en la fluorescencia fue de 5 uM de H,0, (Figura 2.2c). Mencionan que esto
puede ocurrir porque en las células existen enzimas que se encargan de atrapar y degradar el
H,0,, por lo tanto se requieren concentraciones mas altas para que en células vivas se logre

producir un cambio en la fluorescencia de la proteina del sensor.
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Figura 2.2 Propiedades espectrales de HyPer. (a). El espectro de excitacion tiene dos picos maximos a
420nm y 500nm, y un pico de emisién a 516nm. (b). Caracterizacién de HyPer in vitro. La cantidad minima de
H,0, para inducir cambios en la fluorescencia fue de 25 nM. (c). Caracterizacién de HyPer in vivo en células
E. coli, la cantidad minima para modificar la fluorescencia fue de 5 uM de H,0,. Tomado y modificado de
Belousov et al. 2006.
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3. JUSTIFICACION

No se han reportado estudios sobre la participacion de Ca** o H,0, en los procesos de
diferenciacién de las células ES para formar neuronas dopaminérgicas, por lo tanto seria novedoso
buscar si estas moléculas tienen alguna participacion importante en este proceso. Para hacer

estos estudios se pretende utilizar sensores fluorescentes codificados genéticamente.

4. HIPOTESIS.

En base a los antecedentes donde se ha logrado medir Ca®" y H,0, en células vivas por medio de
sensores fluorescentes codificados genéticamente, se propone redisefiar vectores que contengan
esos sensores y que también tengan la secuencia del enhancer-promotor CMV/CBA vy los
insulators, para poder medir los cambios en la concentracién de Ca**y H,0, intracelular en tiempo

real en lineas celulares y en células troncales embrionarias de ratén.

5. OBJETIVO GENERAL

Redisefiar plasmidos con los sensores genéticos fluorescentes para monitorear la concentracion
de Ca* y H,0, intracelular. Caracterizar su funcionamiento en las lineas celulares HEK293T y

AD293 para su posterior uso en células ES de raton.

5.1. OBJETIVOS PARTICULARES

Y Construir los vectores con los sensores genéticos fluorescentes para Ca’* y H,0,,
adicionandoles los insulators y enhancer-promotor CMV/CBA.

¥ Transfectar los plasmidos construidos en las lineas celulares HEK293T y AD293 para
caracterizar el funcionamiento de los sensores.

Y& Expresar los sensores en células ES.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1. MANTENIMIENTO DE LAS LINEAS CELULARES.
Para poder crecer a las células utilizamos los siguientes medios y soluciones:

Dubelco’s Modifed Medium (D-MEM)

1. Sobre con el medio DMEM (GIBCO 12100-046)
2. NaHCO; (3.7 g)
3. H,0
Para preparar 1 litro:
- Disolvimos el sobre con el medio D-MEM en 800 ml de H,0 grado cultivo en vaso de
precipitado de un litro.
- Seafadié el NaHCO; y se agité hasta disolver.
- SeajustéelpHab.9.
- En campana, se aforé en matraz de 1L
- Se esterilizé por filtracion a través de membrana de 0.22 um.
- Lo almacenamos a 4°C para utilizar en un periodo maximo de 2 meses.

Suero Fetal Bovino FBS (GIBCO 16000-044)

- Inactivamos el suero calentandolo a 56°C durante 30 min.

- Se puso el suero en alicuotas de 40 ml (tubos falcon de 50 ml) y se almacend a —20°C.

- Para usarse, descongelamos la alicuota y se mantuvo a 4°C hasta por 1 mes.

GPS 100X (Glutamina/Penicilina/Estreptomicina)

Gluta-Max 200mM (GIBCO 35050 061)
Penicilina
Estreptomicina

Para preparar 100 ml:

- En campana, se afiadié 500 mg de penicilinay 300 mg de estreptomicina a 10 ml de Gluta-

Max.
- Seesterilizdé por filtracidn a través de membrana de 0.22 um.
- Agregamos la solucidn filtrada a 90 ml de Gluta-Max y se mezcld.
- En campana, se hicieron alicuotas de 5 mly se almacené a -20°C.
- Para utilizarlo, se descongelé y se mantuvo a 4°C hasta por 1 mes.

Soluciéon amortiguadora salina de Fosfatos (PBS 1X).

Para 1L:

NaCl(136 mM)---------—--- 8g
KCl (2 mM)---mmmmmmmeemmem 0.2g
Na,HPO, (10mM)------ 1.44¢
KH,PO, (1ImM)-------—--- 0.24¢g
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- Disolvimos los 4 compuestos en 900 ml de agua grado cultivo

- Aforamos a1 litro.

- Seesterilizo por filtracion a través de la membrana de 0.22 um.
- Se almacend a temperatura ambiente.

Tripsina 0.25 %

1. Tripsina 2.5 % (GIBCO 15090-046)
2. Verseno (GIBCO 15040-066)

Para 10 ml:
- En campana mezclamos 1 ml de tripsina al 2.5 % con 9 ml de verseno.

- Almacenamos a 4°C para poder usarla hasta por 1 mes.

Mem-Piruvato de Sodio 100X (GIBCO 11360-070)

Mem-Aminoacidos no esenciales 100X (GIBCO 11140-050)

Gelatina1l%
Gelatina en polvo (Gelatin from porcine skin, Type A, SIGMA 084K0211)

Para 100 ml:
- Seagregd 1 g de gelatina en polvo en 300 ml de H,0 grado cultivo.

- Se calentd en el microondas hasta que se disuelva la gelatina, con el cuidado de que no se

derrame.
- Filtramos a través de membrana de 0.22 um.
- Se almacend a temperatura ambiente para ser usado hasta por 2 meses.
- Para utilizarla, llevarla a una concentracién de 0.1 % con H,0 grado cultivo.

Mitomicina (Roche 107409)
Para preparar una solucién de 50X:
- Utilizamos guantes y cubrebocas porque es muy téxica.
- Setomd % mlde PBS 1X con jeringa y clavar la aguja en la tapa de plastico del frasco de
mitomicina C (2 mg) para despresurizar y se inyecté el PBS para que se disolviera.
- Se destapd y se quitd el contenido con la jeringa.
- Se agrego el contenido a 3.5 ml de PBS en un tubo falcon de 15 ml.
- Se almacend a 4°C en oscuridad cubriendo el tubo con aluminio hasta por 1 mes.

Se prepararon los siguientes medios dependiendo de la linea celular que se utilizaba:

Medio HEK293 y AD293
Para 250 ml:
- 220 ml de D-MEM
- 25 ml de FBS (final 10 %)
- 2.5mlde GPS 100 X (final 1 X)
- 2.5 ml de piruvato de sodio (final 1 %)
- Se mezcl6 en campana y almacend a 4°C hasta por 1 mes.
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Medio STO
Para 250 ml:
- 230 ml de D-MEM
- 17.5 ml de FBS (final 7 %)
- 2.5 ml de GPS (final 1X)
- Se mezcl6 en campana y almacené a 4°C hasta por 1 mes.

Medio COS-7
Para 250 ml:
- 222.5 ml de D-MEM
- 25 ml de FBS (final 10 %)
- 2.5mlde GPS 100 X (final 1 X)

Medio M15
Para 250:
- 202.5 ml de D-MEM
- 37.5 mlde FBS (final 15 %)
- 2.5 ml de piruvato de sodio 100X (final 1 X)
- 2.5 ml de aminoacidos no esenciales 100X (final 1 X)
- 2.5mlde b-Me 100X (final 1 X)
- 2.5 ml de GPS 100X (final 1 X)
Se almacend a 4°C hasta por 1 mes.

Medio de Congelacién (2 X)
Para 10 ml:
- 6 mlde D-MEM
- 2 mlde FBS (final 20 %)
- 2 mlde DMSO (final 20 %)

6.1.1. Subcultivo Celular

Para todas las lineas celulares utilizadas el subcultivo se realizé de la siguiente manera:

- Con labomba de vacio se aspiré todo el medio de las células que estaban en la caja de cultivo.

- Selavd con 10 ml de PBS (1X).

- Se quito el PBS con la bomba de vacio.

- Seagregd 1 mlde tripsina 0.25 % para despegar las células.

- Incubamos durante 3 minutos a 37°C.

- Después de afiadié 8 ml de medio D-MEM suplementado, previamente calentado a 37°C
- Pipeteamos suavemente para dispersar las células.

- Setransfirid a las células disgregadas a un tubo falcon de 15 ml.

- Centrifugamos a 1000 rpm durante 5 min.

- Se quitd el medio con la bomba de vacio cuidando de no llevarse la pastilla.
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- Agregamos D-MEM suplementado para resuspender las células y se tomaron 10 ul del
disgregado para contar en la cdmara de Neubauer (ver cuantificacion en la cdmara de
Neubauer).

- Cuando ya sabiamos el nimero de células que teniamos resuspendidas, agregamos el volumen
necesario para que la concentracion fuera de 1 X 10° células por ml.

- En cajas de 10 cm de didmetro sembramos 5 X 10° células, y agregamos a la caja un volumen
final de 10 ml de medio D-MEM suplementado.

- Pusimos las células en la incubadora a 37°C y 5% de CO,.

Células ES

- Cambiamos el medio al menos 2 a 3 horas antes de subcultivar las células.

- Se aspiré el medio con la bomba de vacio y se lavé 2 veces con PBS.

- Para una caja de 6cm, agregamos 0.5 ml de tripsina al 0.25% y para una de 10 cm
agregamos 1 ml. La tripsina se repartid por toda la caja.

- Incubamos a 37°C durante 10 min.

- Afadimos al menos un volumen de medio M15 para inactivar la tripsina.

- Resuspendimos cuidadosamente las células pipeteando.

- Transferimos las células a un tubo estéril de 15 ml.

- Centrifugamos a 1000RPM durante 5 min.

- Seresuspendieron las células en D-MEM suplementado y tomamos 10 pl para contar en la
camara de Neubauer (ver cuantificacion en la cdmara de Neubauer).

- Una vez conocido el nimero de células resuspendidas, se agregé D-MEM suplementado en
un volumen tal que estuvieran en una densidad aproximada de 1 X 10° células/ml.

- Tomar 10 mly contar en la cdmara de Neubauer (ver cuantificacion en la cdmara de
Neubauer).

- Sembramos aproximadamente 1 X 10° células/ml en una caja de 6cm de didmetro con
células alimentadoras “feeders”, y se agregd un volumen final de 6 ml de medio M15.

Cuantificacién en la cdmara de Neubauer.

- Yaque se tenian disgregadas las células, colocdbamos 10 pl del disgregado en la camara
de Neubauer.

- Seleccionabamos el objetivo de 10 X y contdbamos las células que estaban en el cuadrante
central. El minimo de células que debia haber en el cuadrante era de 100 células para que
el conteo fuera preciso, pero si eran menos entonces se contaban las células en las
cuadriculas de los alrededores y se sacaba el promedio.

- Un cuadrante equivale a 0.1 pl, por lo tanto multiplicAbamos el ndmero de células
contadas por 10000, con esto obteniamos el nimero de células/ml. Para obtener el
numero total de células en la suspension, multiplicabamos el valor obtenido de células por
ml por el nimero de mililitros en los que se disolvié la pastilla.
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6.1.2. Preparacion de células alimentadoras “Feeders”

Las células ES crecen sobre una capa de células alimentadoras “feeders”, las cuales son células STO
mitomizadas.

Crecimos células STO a confluencia en cajas de 10 cm.

Una vez que las células estaban confluentes, agregamos 200 pl de mitomicina C de la
solucién de 50 X. De esta manera inactivamos mitéticamente a las células.

Dejamos a las células durante 2 horas con la mitomicina en la incubadora a 37°C.
Transcurridas las 2 horas, aspiramos el medio y se lavd dos veces con PBS para eliminar
toda la mitomicina.

Afadimos 1 ml de tripsina 0.25% y se esparcié por toda la caja.

Incubamos durante 4 min a 37°C.

Después que las células desprendieron, agregarmos al menos 4 ml de medio STO para
inactivar la tripsina.

Se pipeted cuidadosamente para disgregar las células y se trasfirieron a un tubo falcon
estéril de 15 ml.

Centrifugamos a 1000 RPM durante 5 min.

Aspiramos el medio con la bomba de vacio sin llevarnos la pastilla. Agregamos D-MEM.
Tomamos 10 pl y contamos en la camara de Neubauer.

Se resuspendieron las células en un volumen tal para que la concentracién fuera de
aproximadamente 1 X 10° células/ml.

Sembramos las células en la siguiente proporcion:

3 millones de células para caja de 10 cm de didmetro.
1 millén de células para caja de 6 cm de didmetro.
% millén de células para cajas de 3 cm de didmetro.

6.1.3. Congelacion y descongelacion de las lineas celulares.

Congelamiento

Tripsinizamos las células siguiendo los pasos de subcultivo celular.

Resuspendimos la pastilla de células en un volumen tal para que la densidad celular fuera
de 6 X 10° células/ml.

Agregamos cuidadosamente medio de congelacion 2X a un volumen igual de al que
estaban resuspendidas las células. Se mezclé delicadamente e hicimos alicuotas de 1 ml en
crioviales (Corning 2028). Etiquetamos con el nombre de la linea celular, nimero de pases,
densidad celular y fecha.

Lo viales se guardaron a -70°C vy se dejaron durante un dia, después los almacenamos en
el tanque de nitrégeno liquido.

Descongelamiento

Sacamos el vial del tanque de nitrégeno liquido y lo colocamos en el bafio de agua que
estd a 37°C, esperdbamos a que el contenido del vial se descongelara.

Se trasfirié la solucién a un tubo falcon de 15 ml y agregamos cuidadosamente 5 ml del
medio correspondiente a la linea celular.

Centrifugamos a 1000 rpm durante 5 min.
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- Se aspiré el medio con la bomba de vacio.

- Seresuspendieron las células en 10 ml del medio D-MEM suplementado correspondiente.
- Sembramos en caja de 10 cm

- Se metieron las cajas en la incubadora a 37°C con 5% de CO,.

6.2. BIOLOGIA MOLECULAR

6.2.1. Transformacion de Bacterias por choque de calor.

=
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10.

11.
12.

Se prepararon los siguientes tubos:

100 — 200 pl de bacterias competentes (DH5a) + DNA (1 pg/ml)
Dejamos los tubos en el hielo durante 15 minutos.
Después los tubos se pusieron a 42°C durante 45 segundos.
Posteriormente transferimos los tubos al hielo y se dejaron durante 2 minutos.
Centrifugamos los tubos a 12000 rpm.
Quitamos el sobrenadante y agregamos 900 pl de LB. Se vortexearon hasta que la pastilla de
bacterias quedd perfectamente resuspendida en el medio.
Dejamos los tubos con bacterias en la incubadora durante 1 hora a 37°C con agitacidn
vigorosa.
Trascurrida 1 hora, centrifugamos a 12000 rpm.
Quitamos el sobrenadante inclinando el tubo tratando de dejar 150 pl aproximadamente.
Se puso el tubo en el vortex hasta que la pastilla de bacterias quedd bien disuelta en el
medio.
Plagueamos las bacterias en cajas de LB con el antibidtico de seleccion correspondiente.
Dejamos las placas en la incubadora a 37°C durante toda la noche.

6.2.2. Minipreps

1. Primero prepardbamos tubos con 3 ml de LB cada uno, a una concentracién de 100 ug/ml

de ampicilina o 50 pg/ml de kanamicina.

2. Tomabamos una colonia de bacterias con el aza, la metiamos en el tubo con LB y se

frotaba suavemente.

3. Dejdbamos toda la noche (14-16 horas) los tubos en la incubadora a 37°C en agitacién

vigorosa.

4. Transcurrida la incubacion durante la noche, al momento de hacer los minipreps

preparabamos las siguientes soluciones:

Solucién P1:

Para

110 pl:
100 pl de la solucién P1 preparada ( 25 mM Tris-HCl pH 8.0, 10 mM EDTA)
10 ul de RNAsa.

Solucion P2:

Para

100 pl:
50 pl de NaOH 400 mM
50 pl de SDS al 2%.
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Solucidn P3:

10.

11.

12.

13.

14.

15.
16.

5 M de acetato de potasio pH 5.5

Tomabamos 2 X 750 pl de cada tubo con bacterias y se trasferia a un tubo eppendorf de
1.5 ml, para después centrifugarlo a 12000 rpm durante 1 minuto.

Se quitaba el sobrenadante sin llevarse la pastilla y agregabamos otros 750 pl del tubo con
bacterias. Centrifugamos a 12000 rpm y removiamos todo el sobrenadante.

La pastilla de las bacterias se resuspedia en 110 pl de la solucién P1y vortexeamos hasta
que la pastilla se disolvié bien en la solucidn.

Agregamos 100 ml de la solucién P2 recién preparada y mezclamos suavemente
invirtiendo los tubos unas 5-6 veces. La solucion se debia ver viscosa y trasparente.
Después afiadiamos 120 ml de la solucion P3 y se mezclaba delicadamente invirtiendo los
tubos unas 5-6 veces. Incubamos a temperatura ambiente durante 3 minutos.
Posteriormente centrifugabamos a 12000 rpm durante 10 minutos. Transferiamos el
sobrenadante a un tubo eppendorf de 1.5 ml nuevo, con cuidado de no llevarnos el
precipitado.

Luego agregamos 200 pl de isopropanol (2-propanol) para precipitar el DNA del
sobrenadante. Mezclamos vigorosamente invirtiendo el tubo unas 10 veces. Incubamos
a temperatura ambiente durante 1 minuto.

Centrifugamos a 14000 rpm durante 1 minuto. Se quité el isopropanol

Afadimos 500 pl de etanol al 70 % y mezclamos invirtiendo el tubo. Centrifugamos a
14000 rpm durante 1 min.

Después se quitaba el etanol. Adicionalmente centrifugamos durante 1 minuto y quitamos
el etanol restante utilizando la pipeta de 100 ml en caso de que era necesario.

Dejabamos el tubo destapado durante 10 minutos aproximadamente para secar el DNA.
Disolvimos en 20 pl de TE.

* Algunos de los minipreps se llevaron a cabo con el Kit de QUIAGEN

6.2.3. Maxipreps

1.
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Tomadabamos una colonia de bacterias y se inoculaba en 100-200 ml de LB con el antibidtico
correspondiente (ampicilina o kanamicina).

Dejamos los tubos en la incubadora durante toda la noche a 37°C con agitacién vigorosa.
Al dia siguiente trasferimos 100 ml de las bacterias divididos en 2 tubos falcon de 50 ml.
Centrifugamos a 3500 rpm durante 20 minutos.

Utilizamos las soluciones del Kit de QUIAGEN para maxipreps (Plasmid Maxi Kit)
Resuspendimos las bacterias en 10 ml de la solucién P1 (5 ml para cada tubo).
Vortexeamos para disolver perfectamente las bacterias en la solucion.

Después juntamos los dos tubos con las bacterias disueltas en el solucién P1.

Agregamos 10 ml de la solucién P2, luego invertimos el tubo de 4-6 veces para mezclar,
luego se incubd a temperatura ambiente durante 5 minutos.

Afadimos 10 ml de la solucién P3 del kit previamente enfriado en hielo, mezclamos
invirtiendo el tubo de 4-6 veces, y posteriormente lo dejamos en el hielo durante 20
minutos.

Centrifugamos a 14000 rpm durante 30 minutos a 4°C.

Pasamos el sobrenadante a un tubo nuevo para centrifugar.
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12. Centrifugamos el sobrenadante a 14000 rpm durante 15 minutos a 4°C. Posteriormente
quitamos el sobrenadante y se transfirid a un tubo nuevo.

13. Colocamos una columna QUIAGEN-tip 500 y la equilibramos agregando 10 ml de la
solucion QBT. Dejamos que toda la solucién pasara por la columna.

14. Agregamos el sobrenadante que contiene el DNA a la columna y esperamos hasta que
pasara todo.

15. Lavamos la columna con 2 X 30 ml de la solucién QC.

16. Agregamos en la columna 15 ml de la solucién QF, y se recolecto en un tubo falcon de 50
ml nuevo.

17. Para que precipitaramos el DNA, agregamos 10.5 ml de isopropanol en el tubo falcon.

18. Centrifugamos a 14000 rpm durante 30 minutos a 4°C.

19. Quitamos el isopropanol y agregamos 5 ml de etanol al 70 %.

20. Centrifugamos a 14000 rpm durante 10 minutos.

21. Quitamos el sobrenadante sin llevarnos el pellet.

22. Dejamos secar a temperatura ambiente de 5-10 minutos.

23. Por dltimo resuspendimos en 300 pl de TE.

6.2.4. Geles de Agarosa.

Para prepara los geles de agarosa utilizamos TAE 1X y una concentracidon de agarosa al 1 %. Los
geles se corrian con la solucidén amortiguadora TAE 1X a 25 V los primeros 3 minutos y luego se
aumentaba a 100 V durante 15 a 20 minutos. Para preparar el TAE utilizdbamos lo siguiente:

TAE 10X (500 ml):

- 400 MM Tris Base....coccvveevenneenernnennnenne 242¢
- 1.14% de 4cido acético glacial.............5.7 ml
- 500 mM de EDTA (pH8.0)......ccccueueuuueee 10 ml

El marcador de DNA que siempre utilizamos fue el “mass ruler DNA ladder “ de Fermentas.

6.2.5. Extraccion de DNA de geles de agarosa.

1. Se cortaban las bandas de DNA del gel de agarosa.

Colocamos el fragmento de gel en un tubo limpio y se pesaba.

3. Posteriormente se siguieron los pasos del manual para extraer geles de agarosa de
QIAGEN.

N

6.2.6. Transfecciones

Para realizar las trasfecciones transitorias utilizando CacCl,, primero se preparaban las siguientes
soluciones:

a) HBS2X
Para 100 ml:
- NaCl (273 mM)------------- 16g
- KCI (9.9 mM)--------—--- 0.074 g

- Na,HPO, (2.8 mM)------- 0.04g
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- Dextrosa (11 mM)---------- 02g

- HEPES (41 mMM)---------=--- 1g

- Disolvimos en 95 ml de agua grado cultivo.

- Se prepararon tres soluciones HBS.

- Ajustamos a cada una un pH distinto que estaba entre los 6.9a 7.1

- Filtramos las soluciones en campana a través de membrana de 0.22 um.

- Para determinar el HBS con mejor eficiencia (minimo 70 %) se transfectd un vector de
expresion de GFP, con los diferentes HBS 2X.

b) CaCl,
Para 5 ml:
- CaCly------- 1.472¢
- Disolvimos en 5 ml de agua de cultivo y se filtré en la campana a través de la membrana de
0.22 um.
- Colocamos cada 500 pl en tubos eppendorf.
- Almacenamos los tubos a - 70°C.

Tabla 6.2.6. Proporciones usadas para transfectar transitoriamente por CaCl,.

Cajas de 10cm Cajas de 35 mm Cubreobjetos con cdmara
de cultivo de 0.8cm2
1 Plasmido Cotransfeccion | 1 Plasmido Cotransfeccion | 1 Plasmido Cotransfeccion
1) H20
Cultivo 244.12 ul - 38.75 ul - 3.44 nl -

2) DNA 315 g 15 pg (por 5pg 3 pg (por 0.44 ug 0.26 pg (por
(1 pg/ul) plasmido) pldsmido) pldsmido)
Mezclar Perfectamente
3) CaCl, 2m 39.37 ul 39.37 ul 6.25 ul 6.25 ul 0.55 ug 0.55 g

Incubar 10 min. a temperatura ambiente
4) HBS 2X 315 ul 315 ul 50 ul 50 ul 4.44 n| 4.44 nl
Volumen 613 ul 613 ul 100 pl 100l 8.87ul 8.87 ul
Final
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Procedimiento:

1. Sembrabamos un nimero determinado de células dependiendo del experimento que se
iba a realizar.

2. Entubos eppendorf de 1.5 ml, preparabamos los tubos usando las proporciones que se
muestran en la Tabla 6.2.6.

3. Unavez que teniamos preparados los tubos, se reducia el volumen del medio a la mitad.

4. Agregamos por goteo la mezcla que se hecha en el tubo eppendorf y se agitaba
delicadamente para dispersar la mezcla.

5. Incubamos las células a 37°C con 5 % de CO,

Trasfeccidn con lipofectamina.

Para transfectar las células con lipofectamina, un dia antes de la trasfeccion sembrabamos las
células en cajas de 35 mm a una cierta densidad para que estuvieran a un 80-90 % de confluencia
el dia de la trasfeccion.

Para cada caja se preparaba dos tubos con las siguientes cantidades:

a) Tubo 1: Diluimos 2-3 g de plasmido en 200 pl de OptiMEM o DMEM sin suero y sin
antibidticos con 1 % de Glutamax y piruvato.

b) Tubo 2: Diluimos de 6-3 pl de lipofectamina 2000 (Invitrogen) en 200 pl de OptiMEM
o DMEM sin suero y sin antibidticos.

Una vez preparados los tubos, se combinaban y mezcldbamos suavemente sin vortexear para
obtener un volumen final 400 pl. Después se dejaban en la incubar a temperatura ambiente
durante 15-25 minutos. Cuando los tubos se estaban incubando, cambidbamos el medio delas
células con 2 ml de OptiMEM o DMEM sin suero y sin antibidticos. Luego de dejar los tubos en
reposo les agregdbamos 600 pul de Opti MEM o DMEM sin antibiéticos para obtener un volumen
final de 1 ml. El contenido se agregaba a las células. Se dejaban las células con la solucién de
trasfeccion durante 4-6 hrs en la incubadora a 37°C con 5 % de CO,. Trascurrido el tiempo de
incubacién agregdabamos 1 ml de DMEM (10% de FBS, GPS y piruvato) a cada caja. Si veiamos
toxicidad se quitaba el medio de trasfeccidén y agregdbamos 3 ml de medio DMEM (10 % de FBS,
GPS y piruvato). Se remplazaba con medio completo y fresco de 18-24 horas después de la
transfecciéon. Las células se podian observar con el microscopio de fluorescencia después de 24
horas de que se realizaba la transfeccion.

6.2.7. Ligaciones
Para hacer las ligaciones, primero determindbamos la cantidad de DNA que teniamos del inserto
y del vector. Para hacer la cuantificacidn corriamos en un gel de agarosa al 1 % con las siguientes
cantidades:

- 5l de marcador (mass ruler DNA ladder)

- 1 uldevector +9 pul de H,0 + 2 pl de la solucidn de carga 6X

- luldeinserto +9 ul de H,0 + 2 pl de la solucién de carga 6X.
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Las bandas que obteniamos en el gel se comparaban con la del marcador para saber la cantidad de
vector y de inserto que teniamos. En este caso como se muestra la columna en rojo de la tabla
5.2.7 nosotros usamos 5 pl de marcador por lo tanto esos eran los valores que tomabamos
dependiendo del tamafio de la banda que obteniamos en el gel.

Tabla 5.2.7. Tabla con las concentraciones de DNA. Tomado de Fermentas Products.

Después de haber determinado la cantidad de inserto y de vector que teniamos utilizabamos la
siguiente formula:

ng inserto =_pb Inserto  (ng de vector) (3)
pb Vector

Donde pb significa el nUmero de pares de bases del vector y del inserto. Se hace una multiplicacién
por tres porque necesitdbamos que la relacion fuera de 1 de vector por 3 de inserto (1:3).

Cuando ya habiamos determinado la cantidad que necesitdbamos agregar para tener uno de
vector por tres de inserto, prepardbamos los siguientes tubos:

- Tubo con vector + inserto.

- 2 ul de Buffer para T4 DNA ligasa ( Biolabs)

- 0.5yl delaenzima T4 DNA ligasa (Biolabs)

- Agregdbamos la cantidad necesaria de H,0 para obtener un volumen final de 20 pl.

Se dejaban los tubos con la ligacién a 4°C durante toda la noche, o alternativamente se podian
poner a 21°C durante 2 horas.
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6.2.8. PCR

Para llevar a cabo el PCR se utilizaron los siguientes oligonucledtidos:

# NotHyper_R: (5-3) TAG CGG CCG CAG AAT TCG AAG CTT TTA AAC C
¥ BamHyper_F: (5°-3) CTA GGG ATC CAA TGG AGA TGG CAA GCC AGC

Se prepararon 6 tubos con las siguientes cantidades:

Agua estéril 12.3 ul
10X Pfu Buffer con MgS0, 2 ul
10mM dNTP 0.5 pl
Primer | (0.3 pM) 2 ul
Primer 11 (0.3 uM) 2 ul
Templado (1ng/pul) 1l

DNA polimerasa

Pfu DNA Polymerase 0.2 ul
(Fermentas)
Final 20 ul

La Tm del oligo NotHyper-R nos dio un valor de 47.2°C y la del oligo BamHyper-F fue de 56.4°C. El
PCR se hizo con un gradiente distinto de Tm que va de los 55°C-65°C, esto porque fue el primer
PCR que realizdbamos, entonces se necesitaba saber si la variacidén en la temperatura afectaba en
la reaccidon y ademas queriamos encontrar si habia una Tm mas dptima para la amplificacion de la

secuencia.
Tm Tm
Tubo 1 55°C Tubo 4 60.5°C
Tubo 2 56°C Tubo 5 63.1°C
Tubo 3 59.1°C Tubo 6 65°C
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6.3. MICROSCOPIA

La captura de fotografias y videos de las células se hizo utilizando el microscopio Axio Obsrever Z1

(Zeiss,Alemania), con la camara AxioCamMR3.

Los diferentes filtros utilizados fueron de acuerdo con el nombre y el nimero de catdlogo del

microscopio:

Nombre y nimero Excitacion Emision
Alexa Fluor # 489 450 -490 515-565

Yelow Fluorescent
Protein # 46 500 - 520 520-540
Propidium lodid 530- 585 600 - 617

(PI) # 00

Rhodamine #2 546 - 570 575 - 640
Cy5 #50 630 -640 650 - 670

6.3.1. Obtencion de los valores de la fluorescencia.

El programa que se empled para hacer las mediciones de fluorescencia de las células fue el Image J
(ROl manager). Para calcular la fluorescencia, primero se seleccionaba dentro de la célula el drea
gue se iba a considerar para hacer las mediciones, posteriormente el programa cuenta cada uno
de los pixeles presentes en el drea determinada y saca el valor para cada uno, por ultimo se saca el
promedio de esos valores y asi se obtiene el valor de la fluorescencia para cada célula. Para poder
quitar el fondo en las mediciones, se selecciona un area donde no hay células y se saca su valor de
fluorescencia, lo que nos da como resultado el valor del fondo (Fp). Y luego se usa la siguiente
ecuacion:

Fcélula= F- FO

Donde F representa el valor de la fluorescencia y Fy el fondo.
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En los experimentos donde se realizaron adiciones a las células, se tuvo que normalizar los valores

de la fluorescencia para obtener las graficas.

Para normalizar, se sacaba el valor de la fluorescencia basal, luego cada uno de los valores de
fluorescencia de las células se divide entre la fluorescencia basal para asi obtener la fluorescencia

de cada célula:
Fcélula= F/Fbasal

Donde F representa el valor de la fluorescencia por célula y Fy,s. s la fluorescencia basal antes de

agregar los agentes que inducen cambios en la fluorescencia.
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7. RESULTADOS

7.1 Obtencidn de vectores con el sensor para Ca’* Case12.

La construccidn de los primeros vectores se realizé partiendo del plasmido pCasel2-cyto (Figura
7.1a). En el plasmido pCasel2-cyto estaba contenida la secuencia que codifica para Casel2 vy el
promotor CMV. Lo primero que se hizo fue introducir en el vector pCasel2-cyto los insulators que
provienen originalmente del plasmido pKS INS-INS, estos insulators provienen del locus de la B-
actina de pollo (Figura 7.1b). Para introducir los insulators en el plasmido pCasel2-cyto, se hizo
una digestidn a los plasmidos pCasel2-cyto y pKS INS-INS con la enzima Asel. En la Figura 7.1 se
muestran los sitios donde corta Asel en los dos plasmidos. Después de la digestidon se llevé a cabo

la ligacidn del vector pCasel2-cyto con los fragmentos (insulators).

Figura 7.1. (a) Plasmido pCasel2-cyto, y (b) plasmido pKS INS-INS.

El inserto de pKS-INS-INS se pudo haber incorporado de dos formas en el pldsmido pCasel2-cyto
como se muestra en la Figura 7.1.1a y b. La orientacidn en la que necesitdbamos que se hubieran
insertado los insulators es como los contiene el plasmido Miniprep 2 (Figura 7.1.1a). Para poder
seleccionar las colonias con el plasmido requerido se hicieron restricciones, una de estas
digestiones se hizo con la enzima Sspl. En la Figura 7.1.1c y d se muestran los sitios donde corta
esta enzima para las dos posibilidades que teniamos en los plasmidos creados, en los dos casos se
generan cuatro fragmentos pero dos difieren en el tamafio de los pares de bases. En Miniprep 2 se
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generan fragmentos de 130 pb, 553 pb, 2816 pb y 4648 pb, y en el Miniprep 3 los fragmentos son

de 130 pb, 553 pb, 3154 pb y 4310 pb (Figura 7.1.1 cy d)
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j/CMV
/\
¢ /\
CASE12
d Sspl Sspl

INS
Origen

puc V

Resistencia

Miniprep 3
8147 pb
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/

SSP'\/
Sl

Sspl CASE12

Figura 7.1.1. (a) Plasmido Miniprep 2. (b) Plasmido Miniprep 3. (c) y (d). Sitios de restriccion para la

enzima Sspl en los plasmidos Miniprep 2 y Miniprep 3.

Después de seleccionar solamente los pldsmidos que tenian el inserto como Miniprep 2 con la

orientacién correcta de los insulators, se les introdujo la secuencia del enhancer-promotor

CMV/CBA. La insercidon se llevd a cabo cortando con las enzimas Bg/ Il y BamH| el vector (Miniprep

2) y el plasmido pCDA-CMVCBA que contenia el enhancer-promotor CMV/CBA (Figura 7.1.2ay b).
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Figura 7.1.2. Generacion del vector pCCC12p. (a) y (b). Sitios de restriccién para Bgl Il y Bam HI en Miniprep
2 y pCD-CMVCBA. (c).Plasmido Miniprep 2 CMVCBA generado a partir Miniprep 2 y pCD-CMVCBA. (d).
Plasmido pCCC12p producido a partir del Miniprep 2 CMVCBA digerido con Spel.
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Una vez hecha la digestion de los plasmidos Miniprep 2 y pCDA-CMVCBA con Bgl! Il y BamHI, se
ligaron los fragmentos. Como resultado se obtuvo el plasmido denominado Miniprep 2 CMVCBA
(Figura 7.1.2c). En el Miniprep 2 CMVCBA habia una porcién sobrante entre los insulators y el
enhancer CMV la cual necesitdbamos quitar, para eso se le hizo al pldasmido Miniprep 2 CMVCBA
una digestion con la enzima Spel (Figura 7.1.2c). Al cortar con esta enzima se perdié una pequeiia
porcidn del enhancer CMV. El plasmido resultante lo llamamos pCCC12p, que se muestra en la

Figura 7.1.2d con sus caracteristicas mas sobresalientes.

Durante la construccién del vector pCCC12p, se obtuvieron otros dos plasmidos que también
contienen la secuencia del sensor Casel2. Uno de estos es el vector pCCC12c. Para su creacidn
primero se cortd el plasmido Miniprep 2 que ya teniamos con las enzimas Nhel y Spel (Figura
7.1.3a), como resultado generamos plasmidos denominados Miniprep 2 cerrado (Figura 7.1.3b),
luego cortamos a Miniprep 2 cerrado y al pldsmido pCDA-CMVCBA con BamHI y Bgl Il
Posteriormente se ligaron los fragmentos y obtuvimos finalmente el vector pCCC12c (Figura
7.1.3d), que es muy similar a pCCC12p, pero la diferencia es que en pCCC12c si hay un peueio
espacio de separacion entre los insulators y el enhancer CMV, porque en el vector pCCC12p no
existe dicho espacio. El otro plasmido construido fue el pCMVCBACasel2, que se generd a partir
del plasmido pCase-cyto. Primero metimos el enhacer-promotor CMV/CBA en pCase-cyto por
medio de cortar con Bgl Il y BamHI el vector pCDA-CMVCBA y pCase-cyto (Figura 7.1.4a y b), los
fragmentos generados se ligaron y obtuvimos el vector que nombramos pCMVCBACasel2 (Figura
7.1.4c), al que posteriormente se le quitd un fragmento sobrante con las enzimas Nhe y Spel, para
obtener el plasmido pCMVCBACasel2 que contiene el sensor Casel2, el enhancer-promotor

CMV/CBA, pero no tiene insulators (Figura 7.1.4d).

Para verificar que las secuencias requeridas estuvieran presentes en los plasmidos construidos, se
hicieron digestiones con las enzimas EcoR1 y Xhol para los plasmidos pCCC12p y pCCC12c, y con
las enzimas Notl y Xhol para pCMVCBACasel2. En base a los mapas de restricciones de los
vectores se calculé el tamafio y numero de fragmentos esperados con las digestiones

correspondientes (Figura 7.1.5).
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Figura 7.1.3. Generacion del vector pCCC12c.(a). Sitios de restriccion para Nhel y Spel en el plasmido
Miniprep 2 (b) y (c). Miniprep 2 cerrado y pCDA-CMVCBA sus sitios para las enzimas BamHI y Bgl Il, para
generar el vector pCCC12c (d).
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Figura 7.1.4. Generacion del vector pCMVCBACasel2.(a) y (b). Plasmido pCase-cyto y pCDA-CMVCBA con
sus sitios de restriccion para BamHlI y Bgl Il (c). pPCMVCBA Casel2 se corté con Nhel y Spel, para generar el
plasmido final pPCMVCBA Casel2 (d).
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Figura 7.1.5. Del lado izquierdo de la figura se muestran los mapas con los sitios de restricciones de las
enzimas que se utilizaron para cada plasmido (a) pCCC12p, (b) pCCC12c y (c) pCMVCBA Casel2. Del lado
derecho de la figura estan las tablas con el nimero de fragmentos y tamafios de las bandas que se deben
generar con las digestiones.
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Las digestiones se sometieron a una electroforesis (Figura 7.1.6). El gel mostré que todos los
plasmidos analizados presentaron el nimero de bandas con los tamafios esperados que se habian
calculado tedricamente. Los fragmentos con tamanos muy pequefios no se lograron visualizar en
el gel. Eso sucedio con el carril 2 (pCCC12p/EcoR1), donde no se ve la banda que corresponde a
387 pb, en el carril 7 (pCMVCBA Casel2/Xhol), no aparecieron las bandas de 132 pb y 72 pb. La
ausencia de bandas pequefias pudo ser porque el gel que se utilizé fue de 1 % de agarosa, y para
poder visualizar fragmentos de menor nimero de pares de bases es necesario utilizar geles con
mayores porcentajes de agarosa entre 2 % o 3 %. En el caso de la banda de 387 pb que si aparece
en pCCC12c y no en pCCC12p es quizas como lo muestra el gel porque hay mas DNA en pCCC12c.
El resultado de las digestiones confirmd que se construyeron de manera correcta los vectores con

el sensor para Ca’* Casel2.

Figura 7.1.6. Electroforesis de las digestiones de los plasmidos pCCC12p y pCCC12c con las enzimas EcoR1y
Xhol, y el plasmido pCMVCBACase12 digerido con las enzimas Not/ y Xhol. Gel de agarosa al 1% tefiido con
bromuro de etidio y corrido con el amortiguador TAE 1X. Los numeros indican el tamafio de las bandas en
pares de bases.
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7.2. Obtencidon de vectores con sensor de H,0, HyPer.

La generacion de los vectores que portan la secuencia que codifica para el sensor HyPer,
se hizo de manera similar a la elaboracién de los vectores con los sensores para Ca”". El
pldsmido pHyPer-Cyto y el plasmido pKS INS-INS se cortaron con la enzima Asel (Figura
7.2a y b) para poder introducir en pHyper-cyto los insulators contenidos en pKS INS-INS.
Como se muestra en la Figura 7.2c y d los plasmidos Miniprep HyPer1 y Miniprep HyPer2

representan las dos posibles formas en las que se pudo haber orientado el inserto.
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Figura 7.2. Generacién de los vectores con HyPer y los insulators. (a) y (b) Pldsmidos cortados con la enzima
Asel. En (c) y (d) se muestran las dos posibilidades de cémo se pudieron haber introducido los insulators en
pHyper-cyto.

Para corroborar la incorporacidon de los insulators en el pldsmido pHyper-cyto, se preparon
minipreps de 6 clonas y se cortaron con la enzima Xhol. Al hacer el analisis del gel de la

electroforesis se determind que en las 6 clonas analizadas aparecieron una serie de bandas de un
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tamafio aproximado de 300 y de 600 pb correspondientes a los insulators (Figura 7.2.1). Los
insulators estan formados por cuatro copias de una secuencia repetida de 300 pares de bases que
es muy suceptible a recombinacidn. En este caso dos de las copias 300 y 600 pb se escindieron del
vector. Cuando se hizo la introducién de los insulators en el plasmido pCasel2-cyto no sucedié lo
mismo. Una explicacidon puede ser que los insulators al ser secuencias repetidas pueden forman
estructuras secundarias de asas que tienden a ser cortadas. En el plasmido pHyper-cyto cerca del
lugar donde se metieron los insulators hay dos sitios para la enzima BstX/ (Figura 7.2c y d). En
bacterias se ha obsrevado que al darse la formaciéon de asas, sitios que estaban alejados se
aproximan, al haber sitios cercanos con secuencias similares la replicacidén se puede recorrer unos
pares de bases, el espacio vacio generado por la formacidon de el asa es sustituido por nuevas
pares de bases, pero para el segundo ciclo de replicacién el asa que se habia formado es removida
(DasGupta et al. 1987). No se puede decir con certeza que eso fue lo que sucedid en nuestro
pldsmido pero si pudimos determinar que el comportamiento de las secuencias depende del
contexto, ya que los insulators se comportan de distintas maneras dependiendo del plasmido y el
lugar donde se inserten. Por lo tanto para introducir los insulators se decidié utilizar una estrategia

distinta.

Figura 7.2.1. Electroforesis de las digestiones de los plasmidos Miniprep HyPer 1y 2 con la enzima Xhol. Gel
de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio y corrido con amortiguador TAE 1X.
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Se hizo un analisis de los sitios de restriccion en los vectores construidos con Casel2 y se encontré
gue habian dos sitios en los extremos del gen Casel2, estos sitios eran para las enzimas Notl y
BamHI. Con esto podriamos quitar la secuencia Casel2 y en su lugar meter la secuencia de HyPer
para generar un vector con insulators, CMV/CBA vy el sensor HyPer. Los sitios Not/ y BamHI no
estaban presentes en los extremos de la secuencia HyPer. Para poder introducir HyPer en el
vector pCCC12c, necesitdbamos esos dos sitios de restriccion en la secuencia de HyPer. Para
incorporarlos en la secuencia HyPer se hizo un PCR. Se diseifaron dos oligos, en los cuales una
parte hibrida con una porcion de la seucuencia de HyPer y una parte del oligo no hibrida la cual
corresponde a la secuencia del nuevo sitio de restriccion. En el oligo complementario se incorporé
la secuencia de BamHI! y en el reversa la secuencia de Notl/, ademas el PCR se llevd a cabo en
gradientes con una Tm diferente para cada muestra (ver detalles de los oligos y las temperaturas

en Materiales y Métodos).

Después se verificaron los productos de PCR por medio de una electroforesis en gel de agarosa

(Figura 7.2.2).

Figura 7.2.2. El PCR se llevé a cabo con diferentes temperaturas de alineamiento. Gel de agarosa al 1%
teflido con bromuro de etidio y corrido con amortiguador TAE 1X.
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En todas las muestras aparece una banda de 1500 pb aproximadamente, tamafio que corresponde
a la secuencia de HyPer, por lo tanto el PCR permitié amplificar de manera correcta la secuencia
de HyPer con sus nuevos sitios de restriccidn. Las secuencias de HyPer amplificadas por PCR se
incorporaron en el vector pCCC12c. Primero se cortd el plasmido pCCC12c que ya estaba
construido y las secuencias obtenidas del PCR de HyPer con las enzimas Not/ y BamHI. Una vez
hechas las restricciones se hizo la ligacién de los fragmentos HyPer con el vector pCCC12c. Se
transformaron bacterias competentes con el DNA de la ligacidon y se tomaron 10 colonias para
hacerles un “screening” rapido, con el fin de encontrar colonias con posibilidad de contener el
vector con el inserto de interés. El screening rapido consiste en romper la membrana de las
bacterias y correr directamente esa muestra en un gel. Usando esta técnica podemos distinguir
gue los plasmidos que contienen el inserto migran mas lento que los plasmidos que no lo tienen.
Con esto seleccionamos 3 colonias (1, 6y 7) que parecian contener el inserto HyPer. Para verificar
si las colonias seleccionadas contenia el vector con HyPer, se hizo minipreps para cada una vy
posteriormente se sometieron a digestiones usando las enzimas: EcoR1, Xmnl, Not/BamHI. En la
Figura 7.2.3 se muestra el mapa de restriccién del plasmido que se esperaba obtener de la ligacién
de pCCC12c con la secuencia de HyPer y los fragmentos que generan las enzimas utilizadas para el

analisis.

Las digestiones se sometieron a electroforesis (Figura 7.2.3b). En la fotografia del gel se observa
gue con el miniprep 1 no se obtuvo DNA ya que en ninguno de los pozos donde se corrieron las
muestras de este miniprep se pueden detectar bandas (carriles 2, 5 y 8). En el caso de los
minipreps 6 y 7 se pudo determinar que estos plasmidos si contenian la secuencia HyPer, porque
el patrén de bandas corresponde con el tamafio y numero de fragmentos calculados
teoricamente. A los pldsmidos obtenidos de los minipreps 6 y 7 se les nombré HyPer (Figura

7.2.3c).

Estos resultados verificaron que se pudo construir plasmidos que contienen el sensor HyPer, el

enhancer-promotor CMV/CBA vy los insulators.
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Figura 7.2.3. (a) Mapa de restricciones del plasmido de las clonas y tabla con los fragmentos calculados
tedricamente. (b) Electroforesis de las digestiones de los minipreps 1, 6 y 7 con las enzimas EcoR1, Xmnl,
Notl y BamHI. Gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio. (c) Vectores HyPer construidos.
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7.3. Expresion de Casel2 en células HEK293T.

Los vectores construidos (pCCCC12p, pCCC12c y pCMVCBA Case 12), con la secuencia que codifica
para el sensor de Ca’* intracelular Casel2, se trasfectaron y expresaron en la linea celular
HEK293T. Se eligio esta linea celular porque son células faciles de transfectar y ademas han
mostrado tener un nivel de expresion bueno cuando se les incorpora plasmidos. La secuencia
Case 12 que codifica para la proteina fluorescente estd bajo el control de la actividad del enhancer
CMV. Este enhancer es utilizado para dar una expresion constitutiva, por lo tanto las células seran
en todo momento fluorescentes. Las células HEK293T fueron transfectadas transitoriamente con
cada uno de los tres plasmidos con los sensores de Ca?* construidos para poder hacer una
comparacién entre ellos. Las transfecciones se hicieron considerando la concentracién y el tamafo
de los pldsmido para que en los tres casos se tuviera la misma cantidad de DNA que se iba a

trasfectar.

Al analizar las células transfectadas, se encontré que el numero de células fluorescentes depende
del plasmido utilizado. En la transfeccion con el plasmido pCMVCBA Casel2, se observo el mayor
namero de células fluorescentes comparado con las otras dos transfecciones (Figura 7.3a).
Mientras que con el vector pCCC12p se encontré el menor nimero de células expresaban el
sensor y el plasmido pCCC12c mostré un numero intermedio de células fluorescentes entre

pCMVCBACasel2 y pCCC12p.

La concentracidn de células no fue un factor en determinar las diferencias en la expresion, ya que
al observar las células transfectadas en campo claro para cada una de las cajas, las tres contenian
aproximadamente la misma densidad celular (imdgenes no mostradas). Por lo tanto la eficiencia
en la transfeccién fue diferente con cada plasmido, donde la mas eficiente fue utilizando el vector
pCMVCBACasel2 y la mas baja fue con el vector pCCC12p. También se analizd la intensidad de
fluorescencia de células para cada transfeccion (Tabla 7.3). Se encontré que las células
transfectadas con pCMVCBACasel2 mostraron el mayor nivel de fluorescencia y las que

presentaron el menor nivel de fluorescencia fueron las células transfectadas con pCCC12p.
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Figura 10. Transfeccion de céluas HEK293T con los vectores de Case 12. (a) Células que expresan
Casel2 transfectadas con el plasmido pCMVCBACase12. (b) Células transfectdas con el vector pCCC12c.

(c) Células transfectadas con pCCC12p.

objetivo: EC Plan-Neofluar 10x/0.30, filtro: Alexa Fluor 489, camara: AxioCamMR3.

Tabla 7.3. Nivel de fluorescencia en las transfecciones.

Niumero de Células
Transfeccion fluorescentes analizadas. Nivel de Fluorescencia
pCMVCBACasel2 36 77.3
pCCC12c 36 65.7
pCCC12p 36 52.7

*. El nivel de fluorescencia es el promedio de los valores de fluorecencia para cada célula.

Imagenes capturadas con el microscopio Axio Observer.Z1,
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7.4. Expresion de HyPer en células HEK293T.

Los vectores construidos que contienen HyPer, también se transfectaron en células HEK293T. El 80
% de las células transfectadas con HyPer expresaron la proteina fluorescente del sensor (Figura
7.4b). Con esto se comprobd que era posible expresar el sensor HyPer en células HEK293T a través
de los vectores construidos y que ademds la proteina HyPer mantiene su capacidad de ser

fluorescente en estas células.

Figura 7.4. Transfeccion de céluas HEK293T con los vectores HyPer. (a) Células trasfectadas con el
vector HyPer, vistas en campo claro con contraste de fases. (b) Las mismas células transfectadas vistas
con fluorescencia. Imagenes capturadas el microscopio Axio Observer.Z1, objetivo: EC Plan-Neofluar
10x/0.30, filtro: Alexa Fluor 489, cdmara: AxioCamMR3.

7.5. Caracterizacion funcional del sensor Casel2 en células HEK293T.

Para determinar si el sensor Casel2 contenido en los vectores construidos era capaz de cambiar su
fluorescencia ante modificaciones en la [Ca?'], se llevaron a cabo pruebas en las células HEK293T
transfectadas con los plasmidos pCCC12c. Durante los experimentos fue necesario inducir cambios
en la concentracién de [Ca’'],. Los agentes utilizados para modificar la concentracién de Ca**
intracelular fueron: 1) forskolina, la cual aumenta los niveles de AMPc de la célula al estimular
la adenilato ciclasa (Seamon et al. 1981), 2) mentol, abre canales de Ca** de la familia de los TRP,
en particular los canales TRPM8 (Mahieu et al. 2007), 3) Thapsigargina, bloquea la bomba Ca*'
ATPasa del reticulo endopldsmico y el sarcoplasmico (Lytton et al. 1991), y por lo tanto produce la
liberacién de Ca®* de los depésitos intracelulares. 4) lonomicina, es un ionéforo que permite el

paso de los iones Ca’" a través de la membrana. En la primera prueba las adiciones de los
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diferentes agentes se hicieron cada tres minutos en el siguiente orden: mentol, forskolina,
thapsigargina y ionomicina. La grafica de la Figura 7.5 representa el promedio de la fluorescencia
de las células que fueron analizadas en este ensayo. Las flechas indican el momento de las
adiciones. En este caso la fluorescencia basal va disminuyendo y al agregar el mentol, ocurridé un
aumento en la fluorescencia de las células, al agregar la forskolina también la fluorescencia
aumenta aunque en menor medida. Cuando se adiciond al medio la thapsigargina no se detectd
ningun aumento en la fluorescencia de las células. Por ultimo la adicionar 1uM de ionomicina, se

dio un aumento muy grande en la fluorescencia (Figura 7.5).
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Figura 7.5. Primera prueba de caracterizacion de Case 12 en células HEK293T. La grafica representa el
promedio de la fluorescencia de las células analizadas (n=15). Las células se transfectaron con el vector
pCCC12c. Imagenes capturadas con el Microscopio Axio Observer. Filtro: Alexa Fluor 489. Camara:
AxioCamMR3. Objetivo: EC Plan-Neofluar 10x/0.30. Tiempo de exposicidon: 500 ms. Imagenes capturadas
cada 5 segundos.

La falta de respuesta a la thapsigargina pudo ocurrir porque al haber agregado antes el mentol,
este produce la entrada de Ca®" del exterior, este mismo Ca’* tiene la capacidad de liberar mas
Ca’* de los depésitos intracelulares, entonces podria haber sucedido que en las pozas internas no
quedd suficiente Ca?* para que se diera un cambio en la fluorescencia al agregar thapsigargina.

Por lo tanto para corroborar si eso fue lo que ocurrié, se llevd a cabo una segunda serie de
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experimentos con células HEK293T trasfectadas con pCCCl2c, donde primero se agregd la

tapsigargina, luego el mentol y al final la ionomicina (Figura 7.5.1).
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Figura 7.5.1 Segunda prueba de caracterizacion de Case 12 en células HEK293T. La grafica representa el
promedio de la fluorescencia de las células analizadas (n=26 células). Imdagenes capturadas con el
Microscopio Axio Observer. Filtro: Alexa Fluor 489. Camara: AxioCamMR3. Objetivo: EC Plan-Neofluar
10x/0.30. Tiempo de exposicidén: 500 ms. Imagenes capturadas cada 5 segundos.

Como lo muestra la gréfica de la Figura 7.5.1, aunque primero se agregd la thapsigargina, no se
observé aumento en la fluorescencia mas bien comparada con la basal mantiene constante el nivel
de fluorescencia. Pero al agregar mentol y ionomicina se observaron dos picos que corresponden
al aumento en la fluorescencia. Se descartd que la ausencia de respuesta del sensor ante la
thapsigargina ocurriera por el previo vaciamiento de los depdsitos internos, porque la segunda
prueba mostré que aunque se agregd primero la thapsigargina, las células no aumentaron su
fluorescencia. Estas dos primeras pruebas nos permitieron determinar que en las células HEK293T
que expresaron el sensor Casel2, se modificé la fluorescencia ante los cambios en la [Ca®"],. Cabe
sefialar que esta respuesta no fue de la misma intensidad con todos los agentes usados, cuando se
utilizé inomicina y mentol el cambio en la fluorescencia es grande, pero con forskolina y

sobretodo con la thapsigargina no se detectaron incrementos grandes en la fluorescencia. Esto
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porque la forskolina no actta directamente en algtin canal de Ca**, sino lo hace indirectamente a
través de estimular a la adenilato ciclasa para que ocurra la produccién de AMPc y este a su vez
permita la entrada de Ca® a través de canales. Lo que también pudo haber sucedido es que al
aumentar rapidamente el AMPc las fosfodiesterasas enzimas encargadas de la degradaciéon de
AMPc, disminuyen su concentracion y quizas este no alcanza el nivel que le permita producir una
respuesta significativa. Para corroborarlo, podria hacerse un ensayo donde se agregara un
inhibidor de las fosfodiesterasas por ejemplo IBMX y entonces ver si el AMPc logra producir
cambios mas grandes en las concentraciones de Ca**. La escasa respuesta con thapsigargina pudo
ser porque esta tampoco actla directamente sobre algin canal para Ca**, sino que bloquea la
bomba Ca** ATPasa de los depdsitos internos, entonces tal vez el cambio que ocasiona en la [Ca®"];

no es suficiente para aumentar mucho la fluorescencia.

7.6. Pruebas para optimizar la incubadora acoplada al microscopio.

Uno de los propdsitos en la utilizacién de los sensores es hacer estudios de larga duracién y que
ademas las células puedan ser observadas todo el tiempo. Por tal motivo se adquirié una cdmara
cerrada con una platina que puede proveer la temperatura y el CO, necesario para funcionar como
incubadora adaptada en el microscopio. Debiamos establecer las condiciones adecuadas para el
crecimiento dptimo de las células, porque la temperatura de la platina y de la caja se regulaban de
forma independiente, por lo tanto teniamos que encontrar el balance entre las dos para que se
mantuviera la temperatura éptima para las células. Para estos experimentos usamos las células
COS-7. En la primera prueba (Figura 7.6a) las células se observaron durante aproximadamente 14
horas. Como lo muestran las imagenes casi el 80 % de las células murieron, en este caso al revisar
la temperatura de la platina donde estaban las células, estaba entre 38.2-38.5°C, lo cual
representaba una temperatura muy alta que no favorecio su supervivencia. En la segunda prueba,
se logré mantener la temperatura a 37.5°C, y como se ve en la serie de imagenes de la Figura 7.6b
aproximadamente el 90 % de las célula sobrevivieron, pero no se detecté aumento en la
poblacién de células. Al analizar su comportamiento se vio que muchas trataban de dividirse pero
no lo lograban, en este caso encontramos que casi todo el medio se habia evaporado. En la ultima
prueba para resolver el problema de la humedad, se metieron a un lado de la caja de las células
dos tapitas con agua, y la temperatura se mantuvo entre 37.5-37.8°C. Los resultados de esta

prueba aparecen en la Figura 7.6.1, en este caso las células se dejaron durante 48 horas, después
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de ese tiempo se encontrd que la poblacién de células creci6 de manera normal. Estos ensayos
nos permitieron establecer las condiciones déptimas y necesarias para crecer a las células

eficientemente en esa incubadora siendo observadas bajo el microscopio durante varias horas.

Figura 7.6.Primeras dos pruebas de crecimiento en la incubadora del microscopio. Para todas las
pruebas se usaron células COS-7. (a) Células observadas durante 14 horas. En este caso la temperatura
era de 38.2-38.5°C. (b) En la segunda la temperatura estaba en 37.5°C pero el medio de las células se
evapord. Imagenes capturadas con el Microscopio Axio ObserverZl. Objetivo: EC Plan-Neofluar
20x/0.50 Ph 2 M27. Reflector: 02 DAPI. Condensador: Phase2. Camara: AxioCamMR3. Tiempo de
exposicion: 100 ms. Imagenes capturadas cada 5 minutos.
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Figura 7.6.1 Ultima prueba de crecimiento en la incubadora del microscopio. En este Ultimo ensayo, las
células se dejaron durante 48 horas y sobrevivieron exitosamente. Imagenes capturadas con el Microscopio
Axio ObserverZ1.0bjetivo: Plan-Apochromat 63x/1.40 Oil, Reflector: Analy. DIC Trans.light. Condensador:
DIC2. Camara: AxioCamMR3. Tiempo de exposicion: 100 ms. Imagenes capturadas cada 5 minutos.

7.7. Experimentos de larga duracidn con el sensor Casel2.

Una vez establecidas las condiciones requeridas para crecer a las células en la incubadora del
microscopio, se probd si células AD293 transfectadas con Casel2 eran capaces de sobrevivir en la
incubadora siendo observadas bajo la [dmpara de fluorescencia. Las células se dejaron durante
toda la noche aproximadamente 14 horas. Como se observa en la Figura 7.7, trascurridas las 14
horas, el 80 % de las células fluorescentes sobrevivieron de forma adecuada. Ademas las células
que expresaban Casel2 mantuvieron la fluorescencia todo el tiempo. El experimento nos permitio
conocer que la mayoria de las células analizadas sobrevivieron aun siendo observadas bajo la
[dmpara de fluorescencia. También se determind que es posible hacer uso de los sensores

codificados en los vectores construidos para llevar a cabo ensayos por varias horas.
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Figura 7.7. Prueba de Casel2 durante toda la noche. Las células AD293 se dejaron en la incubadora del
microscopio durante 14 horas. Algunas de las células fluorescentes murieron, pero aproximadamente el 90
% sobrevivié adecuadamente. Imagenes capturadas con el Microscopio Axio Observer. Z1 Filtro: Alexa Fluor
489 DIC Trans.light. Camara: AxioCamMR3. Objetivo: Plan-Apochromat 63x/1.40 Oil. Tiempo de exposicién:
100 ms. Imagenes capturadas cada 5 minutos durante las 14 horas.

7.8. Respuesta de Casel2 ante el ATP en células AD293.
El ATP es un agente que puede inducir aumentos en el Ca** intracelular. EI ATP extracelular se
puede unir a receptores celulares purinérgicos que pueden ser ionotropicos (P2X) o
metabotrdépicos (P2Y) (Deli et al. 2007). Los receptores P2X son canales idnicos implicados en la
entrada del Ca”*" intracelular, mientras que los P2Y1 son receptores transmembranales acoplados
a proteinas G, que al unirse el ATP producen la activacién de la fosfolipasa C y la liberacién de Ca**
de las pozas internas a través del IP3 (Masgrau et al. 2009). Con base en esos antecedentes, se
probd si el ATP era capaz de inducir cambios en la concentracién de [Ca*']; que pudieran ser
detectados con el sensor Casel2. Se hizo una serie de pruebas en las células AD293 transfectadas
con el plasmido pCCC1l2c. En el primer ensayo se adiciond 1uM de ATP. Se observd que al
adicionar el ATP se modificé la fluorescencia de las células. Este aumento en la fluorescencia se
atribuyé a que el ATP incrementd el Ca®* intracelular y esto fue detectado por el sensor (Figura
7.8).
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Figura 7.8. Respuesta de Casel2 a de 1 uM de ATP. La grafica es el promedio de la fluorescencia de células
AD293 que expresaban Casel2 (n= 31 células). Cuando se adicioné el ATP, la fluorescencia de las células
aumentd. Microscopio: Axio Observer.Z1. Objetivo: EC Plan-Neofluar 20x/0.50 M27. Filtro Alexa Fluor 489.
Camara: AxioCamMR3. Tiempo de exposicién: 200 ms.
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Figura 7.8.1 Fluorescencia de células AD293, con la adicién de 50 uM de ATP. La adicién de 50 mM de ATP
ocasiond un aumento en la fluorescencia de las células (n= 23 células). Microscopio: Axio Observer.Z1.
Objetivo: EC Plan-Neofluar 20x/0.50 M27. Filtro Alexa Fluor 489. Camara: AxioCamMR3. Tiempo de
exposicion: 200 ms.
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En el segundo experimento se agregd al medio de las células 50 uM de ATP. En este caso la adicion
del ATP también provocd un aumento en la fluorescencia de las células (Figura 7.8.1). Como se
observa en las dos gréficas (Figura 7.8 y 7.8.1) la concentracidon de ATP no ocasiond diferencia en
el aumento de la fluorescencia. En base a los resultados de estos dos experimentos, se corroboré
que el ATP modifica la concentracién de Ca** intracelular y este cambio es detectado por el sensor

Casel2.

7.9. Caracterizacion de los sensores de Ca®* intracelular que usan FRET.

D3cpv y TNXXL, son sensores genéticos fluorescentes que emplean FRET para medir Ca®*
intracelular. Los pldsmidos con la secuencia para D3cpv fueron proporcionados por el laboratorio
de Roger Tsien (Palmer et al. 2006) y los de TNXXL por el laboratorio de Oliver Griesbeck (Mank et
al. 2008). Estos plasmidos se trasfectaron en las células AD293 y se hizo una comparacién para
poder determinar cual de los dos sensores producia una mejor respuesta ante cambios en la
[Ca®]; en nuestras células. En los dos casos el agente que se utilizé para incrementar el Ca®* fue el
ATP. En estas pruebas se midié la fluorescencia individual de cada una de las dos proteinas de los

sensores: citrina y CFP para el sensor TNXXL, Venusy CFP para D3cpv.

La Figura 7.9 muestra la respuesta de la fluorescencia de TNXXL y D3cpv cuando se afiadid ATP. El
sensor TNXXL tuvo un cambio mas grande en su fluorescencia (Figura 7.9a). En el experimento
para el sensor D3cpv practicamente no se detectd ningln cambio en la fluorescencia después de
agregar al medio el ATP (Figura 7.9b). En los dos casos esta ocurreindo FRET pero el nivel de FRET
es distinto, porque en TNXXL hay un nivel mds grande comparado con D3cpv. La comparacion
entre las dos graficas obtenidas del andlisis de la fluorescencia de las células que expresaban los
sensores de FRET, permitid determinar que TNXXL proporciona una mejor y mas grande respuesta
a los cambios en el Ca®' intracelular inducidos por el ATP. Cabe mencionar que los dos sensores
mostraron un cierto grado de variabilidad en las respuestas durante los experimentos, pero
durante una serie de varias repeticiones de las pruebas, la respuesta de TNXXL fue en promedio
mejor y mas reproducible que con D3cpv, quizas estas diferencias se deben a que el TNXXL tienen

una mayor afinidad por el Ca** (TNXXL K= 800 nm y D3cpv Ky = 1.2 uM).

Para hacer una comparacion de la respuesta por parte del sensor Casel2 contenido en nuestros
vectores construidos y TNXXL, se hizo una prueba con los dos sensores modificando la [Ca*]; con

ATP (Figura 7.9.1)
72



1280

1180

1080

Fluorescencia

580

B8O

1M
ATP

10m
ATP

TNXXL

Citrina

CFP

780

650

550

450

Fluorescencia

350

250

150

100 200 300 400 500 600

Tiempo (seg)

1um
ATP

F00

D3cpv

Venus

— ECFP

1um
ATE

100 200 300 400 500

Tiempo (seg)

600

Figura 7.9 Comparacion de TNXXL y D3cpv. (a) Respuesta de las células AD293 que expresaban TNXXL
ante la adicién de 1 uM de ATP. (b). Respuesta de las células AD293 transfectadas con D3cpv. Imagenes
capturadas con el microscopio Axio Observer.Z1, EC Plan-Neofluar 20x/0.50 M27. Camara Optosplit.
Tiempo de exposicién 100 ms.
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Figura 7.9.1. Comparacion entre los sensores TNXXL y Casel2. La flecha indica la adicion de ATP. El
sensor TNXXL (b) mostré un mayor aumento en la fluorescencia que Casel2 (a) después de la adicidn
de 1 uM de ATP. Imégenes capturadas con el microscopio Axio Observer.Z1, EC Plan-Neofluar 20x/0.50
M27. Cdmara Optosplit para TNXXL y AxioCamMR3 para Casel2. Tiempo de exposicion 100 ms.
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La comparacion entre los dos sensores permitid establecer que TNXXL en relacién con Casel2
incrementd mas su fluorescencia ante el aumento en el nivel de Ca®* intracelular. En los dos casos
la bajada en la fluorescencia después del aumento es distinta, en Casel2 la disminucion de la
fluorescencia es mads grande y rapida que en TNXXL. Probablemente esto depende de que la K4 de
Casel2 (Kq= 1 uM), es mds grande que la de TNXXL (K4= 800 nM), por lo tanto TNXXL no se separa
tan rapido del Ca®* como lo hace Casel2. Aunque la respuesta de Casel2 es menor con respecto a
TNXXL, la diferencia entre ambos no es muy grande, lo que significa que los vectores construidos
con el sensor Casel2 pueden ser empleados de manera confiable y eficiente para poder detectar
modificaciones en la [Ca*']; en lineas celulares. Ademas Casel2 a diferencia de sensores de FRET
representa un buen candidato para poder ser usado en las células ES porque se ha visto que los
sensores utilizan una proteina fluorescente, pueden detectar cambios rapidos en el Ca*

intracelular.

7.10. Caracterizacion funcional del sensor HyPer en las células HEK293T.

La primera prueba de funcionamiento del sensor HyPer contenido en nuestros vectores se llevd a
cabo en células HEK293T. Primero determinamos cual era la cantidad minima de H,0, requerida
para que el sensor fuera capaz de cambiar su fluorescencia. En este ensayo las concentraciones

finales de H,0, empleadas fueron: 0.5uM, 1uM, 2uM, 5uM, 10uM, 20uM y 50uM.

Los resultados muestran que el sensor HyPer modifica su fluorescencia en respuesta a los cambios
en el H,0, intracelular a partir de los 20 uM (Figura 7.10). Cabe mencionar que la sensibilidad del
sensor en nuestros ensayos fue similar en comparacién con las pruebas que hizo el grupo que
construyd el sensor HyPer (Belousov et al. 2006). La diferencia en la cantidad requerida para
detectar cambios en la fluorescencia puede ser por diferentes factores, entre los cuales esta el
tipo de células, ellos usaron como modelo a las células COS-7 y nosotros usamos células HEK293T.

Ademas el sistema para agregar el H,0, al medio también fue distinto.
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Figura 7.10.Caracterizacion de HyPer. La grafica representa el promedio de la fluorescencia de las
células HEK293T que expresaban HyPer. Cada una de las flechas indica la adicion de H202 al medio.
Microscopio: Axio Observer.Z1, Objetivo: C-Apochromat 40x/1.20 W Korr, Filtro: 10 Alexa Fluor
489, Cdmara: AxioCamMR3, Tiempo de exposicién: 100 ms.

Con este experimento se logré determinar que HyPer respondié al H,0,, aunque en este caso la
respuesta no se dio a muy bajas concentraciones de H,0,, pero la respuesta esta dentro de un
rango aceptable, por lo que consideramos factible seguir usando estos vectores para los

posteriores ensayos.

7.11. Efecto del EUK-134 ante cambios en el H,0, intracelular.

El EUK-134 es una molécula sintética que tiene la capacidad de funcionar como catalasa vy
superéxido dismutasa (Melov et al. 2000). Para detectar si el EUK-134 era capaz de eliminar el
H,0, de las células HEK293T y por lo tanto eliminar la respuesta por parte del sensor. A las células
trasfectadas con los vectores HyPer, una hora antes del experimento se agregd al medio de las

células 2mM de EUK-134, como control para poder comparar, se pusieron células sin EUK-134.
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Figura 7.11. Fluorescencia de células HEK293T con y sin EUK-134. (a) La comparacion de las dos lineas
muestra que el EUK-134 no elimina por completo el H,0,, pero si cambia la cinética de la respuesta ante
cambios en el H,0, intracelular. Microscopio: Axio Observer.Z1, Objetivo: EC Plan-Neofluar 20x/0.50 Ph 2
M27. Filtro: Alexa Fluor 489. Camara: AxioCamMR3. (b) Grafica que muestra la reversibilidad que tiene el
sensor HyPer en célulak. coli adicionando diferentes concentraciones de H,0, en un medio con 50 uM de
catalasa. (Belousov et al. 2006).

Las células tratadas EUK-134 como las no tratadas, se sometieron a un ensayo adicionando
paraquat y H,0, al medio. El paraquat es una molécula desacopladora de la cadena respiratoria
(Hernandez-Garcia et al. 2008). El paraquat puede ser reducido por un donador de electrones
como el NADPH para producir superéxido que puede ser convertido a través superperoxido
dismutasa en H,0, (Nicotera et al. 1994). Al realizar la comparacién de los cambios en la
fluorescencia en los dos casos, se encontrd que el EUK-134 no elimind por completo el H,0, de las
células porque se siguieron detectando cambios en la fluorescencia de las células que fueron
tratadas con EUK-134 (Figura 7.11a). El efecto que si logré el EUK-134 fue modificar la cinética
de respuesta, porque en las células que no se trataron con EUK-134 su fluorescencia se mantiene
mas constante y no disminuye tan rapidamente, en cambio las que tienen EUK-134, ocurrieron
disminuciones rapidas en la en la fluorescencia. Al agregar el paraquat en las células con EUK-134
después de darse el aumento en la fluorescencia, se observd una disminucién rapida que no
sucediod con las células sin EUK-134. Es importante sefialar esta propiedad de reversibilidad de la
sefial de HyPer, que puede mostrarnos aumentos y disminuciones de H,0,, que no es posible de
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visualizar con otros indicadores que miden ROS como los compuestos de diclorofluoresceina
(DCF). En la Figura 7.11b se muestra una grafica obtenida por los autores de HyPer, para mostrar
la reversibilidad que tiene el sensor en células E.coli que expresaban HyPer adicionandoles
diferentes concentraciones de H,0, en un medio con 50 uM de catalasa. Observaron que en estas
condiciones el H,0, primero reacciona con HyPer y después es degradado por la catalasa. En la
prueba con el EUK-134 determinamos que en nuestro sistema, el EUK-134 no elimina por
completo el H,0, pero si estd ayudando a disminuir la concentracién de H,0, intracelular de una

forma mas rapida.

7.12. Caracterizacién funcional de HyPer en células AD293.
La caracterizacién funcional de HyPer también se llevd a cabo en la linea celular AD293. En este
caso también se utilizaron diferentes concentraciones finales de H,0, para conocer la cantidad

minima que provocara aumentos en la fluorescencia.
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Figura 7.12. Fluorescencia de células AD293 con Hyper. La grafica representa el promedio de la fluorescencia
de células AD293 que expresaban HyPer (n=6 células). Microscopio: Axio Observer.Z1, Objetivo: C-
Apochromat 40x/1.20 W Korr. Filtro: 10 Alexa Fluor 489. Camara: AxioCamMR3. Tiempo de exposicién: 100
ms. Imagenes capturadas cada 5 minutos.
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Al analizar la fluorescencia de las células, se detectd que con 5uM de H,0, se produce un aumento
en la fluorescencia (Figura 7.12). Por lo tanto podria esperarse que a concentraciones mayores de
5 uM el cambio en la fluorescencia fuera mds grande, pero no fue asi, al agregarse al medio 10uM
de H,0,, no se detectd ningin aumento en la fluorescencia, por el contrario la fluorescencia
disminuye. Se vuelve a observar incremento en la fluorescencia al adicionar 20uM y 50 uM. Se
puede descartar que este comportamiento sea por saturacion, porque a concentraciones mas
altas el sensor ya no hubiera respondido lo cual no sucedié cuando se agregé 20uM y 50 uM de
H,0,. Una posible explicacion puede ser por el método que empleamos el cual no es muy eficiente
para adicionar el H,0,. La adiciéon de H,0, se hizo usando pipetas y las gotas solo caian en una
parte de la superficie de la caja, quizas el H,0, no se logrd distribuir homogéneamente por toda la
caja, en consecuencia no llega en la misma cantidad a todas las células. En general el ensayo

mostro que el sensor HyPer en células AD293 cambia su fluorescencia ante la presencia de H,0,.

7.13. Funcionamiento de HyPer en células tratadas con Tamoxifen.

El tamoxifen es una droga que bloquea los receptores de estréogeno. Se ha utilizado en el
tratamiento del cdncer y se ha probado que puede inducir apoptosis a través de inducir la
liberacidon del citocromo C de la mitocondria(Nazarewicz et al. 2007). Los experimentos realizados
con el tamoxifen, se hicieron para caracterizar el funcionamiento de HyPer en un periodo largo
(aproximadamente 14 horas) en células tratadas con tamoxifen (30uM), para determinar si era
posible detectar por medio de HyPer cambios en la concentracidn de H,0, intracelular. Para tener
un control se hizo la trasnfeccién de las células con Hyper y la proteina roja mCherry. Cherry se
utilizé para monitorear cambios en la fluorescencia debidos a modificaciones en la morfologia de
las células. Como se observa en la grafica de la Figura 7.13a, desde los primeros minutos del
experimento la fluorescencia de Cherry va aumentando gradualmente pero la fluorescencia de
HyPer no presentd este aumento. Después de aproximadamente 1 hora la mitad de las células
comenzaron a morir, cambiaron su forma al hacerse mas redondas y pequefias (Figura 7.13b). Casi
a los 50 minutos se observé una espiga en la fluorescencia de HyPer, la cual no se detecta en
Cherry donde la fluorescencia siguié aumentando constantemente (Figura 7.13a). Este aumento
de HyPer puede atribuirse a que se incrementd el nivel de H,0, poco antes de que murieran las
células. El cambio en la fluorescencia de HyPer si puede ser atribuido a incrementos en la

concentracién de H,0, intracelular, porque esa espiga que representa un incremento grande en
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fluorescencia no se detectdé en Cherry. Este ensayo permitid establecer que durante la apoptosis
de las células, nuestro sistema no es capaz de detectar si ocurren cambios rapidos (segundos) y
transitorios en las concentraciones de H,0, intracelular ya que cada imagen se capturé cada 5
minutos. Pero lo que si se pudo detectar, fue que durante algunos minutos ocurrié un aumento
significativo en la fluorescencia de las células, que puede ser atribuido a que antes de morir, las

células se incremento el H,0, intracelular.

7.14. Expresion de los vectores HyPer en células troncales de ratén.

Una vez que se corrobord que el sensor HyPer contenido en nuestros vectores se expresaba y
tenia la capacidad de cambiar su fluorescencia ante modificaciones del H,0, intracelular en lineas
celulares, se decidié probar si estos vectores hacen lo mismo en células troncales embrionarias de
raton (ES). Esto se hizo porque la aplicacién a futuro mas importante de estos vectores es en las

células troncales de raton.

Las células utilizadas fueron las células ES de ratén de la linea R1. En las cajas con las células ES
transfectadas transitoriamente con lipofectamina, solo se logré encontrar una colonia que
expresaba HyPer (Figura 7.14b). Las ES forman colonias y la transfeccidn no se hizo con células en
suspension disgregadas y separadas, por lo tanto esto pudo favorecer que solo las células de la
periferia de la colonia incorporaran el vector y las del centro no. Para corroborar que la
fluorescencia encontrada no era autofluorescencia se excitd a las células con ioduro de propidio
que no entra dentro de la longitud de excitacion de HyPer, y se encontré que no habia
fluorescencia en las células que si eran fluorescentes con el filtro para HyPer (Figura 7.14c). Por lo
tanto se pudo concluir que la proteina del sensor se estd expresando y produciendo en estas
células, aunque cabe mencionar que se debe de mejorar el método de transfeccién utilizado, ya

que la eficiencia fue muy baja.

También se hizo transfeccién en células ES de la linea R1 para expresar Casel2 pero en no se
logrd localizar ninguna colonia que expresara Casel2. Las transfecciones para los dos casos solo se

hicieron solo una vez.
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Figura 7.13.Fluorescencia de HyPer en células tratadas con Tamoxifen. (a) Grafica del promedio de la
fluorescencia de Cherry y HyPer. La medicién de la fluorescencia se hizo en células que expresaran
tanto HyPer como Cherry (n=3 células). (b) Células AD293 transfectadas con HyPer y Cherry, se agregd
al medio una concentracién final de 30uM de Tamoxifen. Microscopio: Axio Observer.Z1. Objetivo:
Plan-Apochromat 63x/1.40 Aceite. Reflector: Analy. DIC Trans.light. Condensador: DIC 2. Camara:
AxioCamMR3. Tiempo de exposicidon: 14 ms. Imagenes capturadas cada 5 minutos.
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Figura 7.14. Células ES de raton transfectadas con HyPer. Las transfecciones se llevaron a cabo en
células embrionarias troncales de ratén de la linea R1. (a) Colonia de ES que expresé el sensor
observada en contraste de fases. (b) La misma colonia de R1 que expresan el sensor HyPer vista con
fluorescencia. (c) Se observé a la misma colonia con ioduro de propidio (Pl) para corroborar que no era
autofluorescencia de las células. Microscopio: Axio Observer.Z1. Objetivo: C-Apochromat 40x/1.20 W
Korr. Cdmara: AxioCamMR3.
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8. DISCUSIONES

Es importante desarrollar métodos confiables y eficientes que permitan hacer ensayos precisos
sobre las dindmicas que presentan ciertos pardmetros intracelulares. Los sensores fluorescentes
contenidos en los vectores construidos en este trabajo, representan una nueva herramienta para
hacer estudios sobre el Ca** y H,0; en lineas celulares y posiblemente en células ES de ratén. Los
vectores se construyeron con las caracteristicas necesarias utilizarse en células ES y con ellos
generar una linea estable de célula ES de ratén que expresen los sensores. Las células ES al ser
pluripotentes deben mantener muy bien regulada la expresién de sus genes, se ha visto que en
células ES pluripotentes muchos genes se expresan en niveles muy bajos (Niwa 2007). Existen
diversos mecanismos por los cuales las ES mantienen su estado pluripotente, ya sea genéticos o
epigenéticos (Niwa 2007). Se ha reportado que es muy comun que en células ES ocurra el
silenciamiento de transgenes a través de elementos como los factores transcripcionales o
proteinas represoras (Pfeifer et al. 2002). En muchos ensayos al incorporar genes al azar en el
genoma de las ES de ratdn, ha resultado en la perdida de la expresion o el silenciamiento del gen
introducido (Hadjantonakis y Nagy 2001). Por todos esos antecedentes se decidid incorporar las
secuencias de los insulators en los plasmidos construidos con el fin de proteger de otros factores a

los genes que codifican para los sensores.

Otro de los elementos requeridos en la construccion de los vectores fue el enhancer-promotor
CMV/CBA. El promotor CMV es uno de los promotores mas populares y utilizado para expresar
genes en lineas celulares. En células ES de ratén el promotor CMV ha fallado en dirigir la expresién
de genes (Chung et al. 2002) . Pero cuando se ha utilizado en conjunto el enhancer- promotor
CMV/CBA en células ES, se ha visto una buena expresidn de los genes puestos bajo ese promotor.
No se sabe con certeza porque el CMV no funciona en esas células. Una posible explicacién que se
ha dado, es porque las ES solo expresan un limitado nimero de genes para mantener su
pluripotencia, y no expresan los factores necesarios para promover la actividad del CMV, pero si
tienen los factores necesarios para la actividad del CBA (Chung et al. 2002). En las células HEK293T
y en las AD293 el CMV/CBA funciond bien. En las transfecciones de las ES con HyPer (Figura 7.14)
detectamos en una colonia que si habian células fluorescentes que expresaban el sensor, por lo
tanto en células ES de la linea R1, el CMV/CBA mantiene su actividad y estd funcionando

correctamente para que ocurra la expresion del sensor.
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Los vectores construidos con el sensor Casel2 mostraron tener diferente nivel de fluorescencia en
las células HEK293T dependiendo del vector utilizado (pCCC12p, pCCC12c y pCMVCBA Case 12).
Quizas en este caso los insulators pudieron afectar la expresion de la proteina del sensor aunque
eso no lo podemos saber con certeza, porque en las células trasfectadas con pCMVCBACasel2 que
no tienen insulators se encontré el mayor nimero de células fluorescentes. La funcion del
enhancer-promotor CMV/CBA y principalmente el efecto de los insulators en la expresion de los
sensores podrd corroborase por completo solo hasta que se logre la generacién de las lineas

estables de células ES de ratén.

Respecto a la caracterizacion del funcionamiento de los sensores, se tuvieron mas complicaciones
en las pruebas con el H,0,, en muchos experimentos no vimos ninguna respuesta por parte del
sensor cuando se agregaba H,0, al medio. El H,0, puede interactuar y reaccionar facilmente con
otras moléculas. Por ejemplo, el medio donde se encontraban las células contiene ciertos metales
como el magnesio (Mg”**) que puede reaccionar facilmente con el H,0,. Ademéds en las células
existen diferentes enzimas que se encargan de degradar el H,0,. En nuestro sistema no fue posible
determinar con precision la cantidad real que llegd a unirse al sensor para provocar un cambio en
la fluorescencia ya que mucho del H,0, agregado al medio reacciona con otros elementos o
moléculas antes de llegar a unirse a la proteina OxyR de HyPer, y quizds por eso hubo muchas
variaciones en las mediciones. Lo que si se logrd definir utilizando nuestro sistema con el sensor
HyPer, fue determinar un rango minimo aproximado en el cual se producen cambios en la
fluorescencia de las células, el cual va de entre 5 a 20 uM de H,0,. Otra dificultad que se
presenté en los experimentos fue en el mecanismo de adicién de H,0,, el cual se hizo a través de
pipetas. EI mecanismo que se propone para mejorar el sistema de adicién de H,0, para
posteriores experimentos es a través del uso de cdmaras de perfusién. En estas camaras se puede
ir agregando y quitando el medio, por lo tanto lo que se agrega llega homogéneo a las células de
toda la caja. No se hizo la adquisicion de este tipo de equipo porque el objetivo del proyecto no
era caracterizar con detalles estos sensores, ya que eso ya estd publicado, mas bien era hacer
pruebas rapidas y sencillas que nos permitieran saber que el sensor responde ante ciertos cambios

en la concentracion de H,0, intracelular.
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Es importante considerar que muchos de los cambios en la fluorescencia que ocurren durante las

pruebas no se debe a modificaciones en las concentraciones intracelulares de Ca** o de H,0,, por
eso se debe tener en cuenta qué otros factores pueden estar produciendo cambios en Ia
fluorescencia y discernir entre los que realmente suceden porque el sensor estd midiendo un
pardmetro intracelular. Los cambios en la fluorescencia pueden ocurrir cuando se hacen las
adiciones, porque las células se mueven o porque se crea cierta turbulencia en el medio. En los
primeros experimentos se usé un medio para las células con indicador de pH (fenol rojo) que
provocaba que el medio fuera autofluorescente y causaba problemas en las mediciones de la
fluorescencia, por lo tanto se utilizé un medio sin colorantes. Otro de los inconvenientes que se
podria presentar en el uso de este tipo de sensores que utilizan una proteina fluorescente, es que
debido a que son proteinas permutadas circularmente como es el caso de Casel2 y HyPer, suelen
ser susceptibles a cambios en el pH. En la mayoria de los reportes donde se han utilizado los
sensores Casel2 y HyPer en células vivas, no se ha reportado que los cambios en la fluorescencia
ocurran por modificaciones en el pH. Pero si es importante tener en cuenta que para futuros
experimentos se deben utilizar indicadores o controles para poder excluir el pH como un factor

que esté modificando la fluorescencia de los sensores.

En las pruebas con el ATP, la captura de las imagenes se hizo con una funcidn de la cdmara llamada
“binning”. La funcidon binning se usa para que la camara trate a un conjunto de pixeles
determinados como si fuera un solo pixel. Por ejemplo en un binning de 4X4, en cada cuadro de
4X4 se suman los pixeles para obtener el valor como si se tratara de un solo pixel. Esta funcién
hace mas sensible a la cdmara. Por lo tanto al usar “binning” se lograron detectar cambios mas
notables y sin ruido en la fluorescencia de las células, a diferencia de los primeros ensayos donde

no se uso.

En lo que se refiere a las transfecciones en las células ES, es necesario mejorar y perfeccionar este
método. Se ha reportado que la transfeccién con lipofectamina tradicional no ha sido muy
eficiente en este tipo de células, pero se han logrado muy buenos resultados al utilizar
lipofectamina junto con una sefial de localizacidn nuclear (M9), la cual es una secuencia peptidica
gue se incorpora en los plasmidos en sitios del DNA para péptidos catiénicos, y que ayuda a dirigir

los pldsmidos al nucleo. Se pretende hacer la adquisicién de este péptido, porque ha mostrado ser
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muy util para hacer transfecciones eficientes en células ES y también gracias a su uso se han

generado lineas estables de ES que expresan transgenes (Ma et al. 2004).
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9. CONCLUSIONES
¥¢ Se construyeron vectores que contienen la secuencia que codifica para el sensor
fluorescente de calcio Casel2 vy el sensor de peréxido de hidrégeno HyPer.
Ademas en estos plasmidos se pudo introducir las secuencias de los insulators y el

enhancer promotor CMV/CBA.

¥¢ Se logré transfectar y expresar los plasmidos construidos en las lineas celulares

HEK293T y AD293.

¥¢ Se pudieron hacer experimentos de varias horas en la incubadora del microscopio

en células vivas que expresaban los sensores.

¥ El sensor Casel2 y HyPer mostraron ser capaces de cambiar su fluorescencia ante

modificaciones inducidas en las concentraciones de Ca“'y H,0, intracelular.

Y Se logré la expresidn del sensor HyPer en células ES de ratén de la linea R1.
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10. PERSPECTIVAS

Los vectores que se obtuvieron en este trabajo representan una herramienta util para
llevar a cabo estudios sobre las dindmicas del Ca** y H,0, intracelular en células vivas en
tiempo real. La aplicacién y el uso de estos vectores en las células ES podria traer muchas
ventajas y generar nuevos conocimientos sobre estas células, el siguiente paso seria crear
una linea estable de células ES que expresen los sensores. Estas células serian
fluorescentes todo el tiempo, lo que podria ser muy util en estudios con explantes, en
tejidos o incluso en organismos vivos. Ademas de funcionar como marcadores de
localizacién lo que mas nos interesa hacer, es logar que los sensores contenidos en los
vectores puedan servir para estudiar y conocer si ocurren cambios importantes en la
concentracién de Ca** o de H,0, intracelular durante los procesos de diferenciacion de

las células ES de ratdn para generar células neuronales dopaminérgicas.
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