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8-CPT-AMPc
8-[Dy-547]-AMPc
8-[Fluo]-AMPc
8-[NBD]-AMPc
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AMPc
APS
ATP
CAP
CD
CFP
CNBD
CNBDH
CNG
CooA
CprK
CRIS
CRP
DNA

8- (4- Clorofeniltio)adenosina- 3', 5'- monofosfato ciclico
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Regulador transcripcional de la deshalogenasa reductora de o-clorofenol
Receptor de AMPc involucrado en el funcionamiento del espermatozoide
Proteina receptora de AMPc, también conocida como CAP

Acido desoxirribonucleico

Desoxinucleétidos trifosfato

Densidad 6ptica a 600 nm

Eficiencia de FRET

Canales i6nicos ether-a-go-go

Escherichia coli

Acido etilendiaminotetraacético

Canales de K* parecidos a los canales ether-a-go-go
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proteinas G pequefias
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3’, 5" Guanosin monofosfato ciclico

Hemaglutinina A



HCN

hERG
I.F. N
ITC

KCNG

KCNH
Kq

ko

kr

kDa

LB

min
MilotiK
mECFP
n

Na
NMPc
p-HBI
pb
PBC
PCR
PDGFR

PKA
PKG
Ro
Roa
RNA
rpm
sNHE

Canales ionicos activados por hiperpolarizacién y modulados por nucleétidos
ciclicos
Canal relacionado con los canales ether-a-go-go de humano

Intensidad de fluorescencia normalizada
Calorimetria isotérmica de titulacion

Integral de la sobreposicién del espectro de emisién del donador con el de
excitacion del aceptor
Lisinacetiltransferasa

Canales de K* regulados por nucleétidos ciclicos (también conocido como
tetrakK CNG)
Familia de canales de potasio dependientes de voltaje relacionados con hERG

Constante de disociacion
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Velocidad de transferencia de energia
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Caldo lisogénico

Minuto

Canal de K* de la bacteria Mesorhizobium loti
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Numero de Avogadro
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Tris-acetato-EDTA

Temperatura de fusion
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RESUMEN

El 3, 5 adenosin monofosfato ciclico (AMPc) fue el primer segundo
mensajero en ser descubierto y desde entonces se le ha vinculado en la regulacion
de multiples funciones celulares tanto en procariontes como en eucariontes. En los
espermatozoides de mamiferos y erizo de mar, el AMPc tiene un papel
preponderante en su fisiologia ya que regula los procesos que capacitan a los
espermatozoides para fecundar. Dentro de esta célula, el AMPc es producido casi
en su totalidad por la adenilato ciclasa soluble (ACs) la cual interacciona intimamente
con el intercambiador Na'/H* especifico del espermatozoide (sNHE). Es tal la
importancia de estas dos proteinas que la pérdida de funcién de cualquiera de ellas
ocasiona infertilidad. Asimismo, el sNHE es una proteina transmembranal muy
particular, ya que ademas de tener un dominio sensor de voltaje (VSD) posee un
dominio de unién a nucledtidos ciclicos (CNBD), lo que sugiere una regulacion
directa por este segundo mensajero. Sin embargo, aun no existen evidencias
experimentales que impliquen una regulacion directa por AMPc. Ademas, existe una
lista extensa de proteinas que como el sNHE tienen un CNBD que posiblemente
regule su funcion, pero del que no se tienen evidencias bioquimicas que lo
corroboren.

En virtud de lo anterior, en el laboratorio desarrollamos un ensayo de unién
tipo FRET entre un dominio CNBD y nucleétidos ciclicos (NMPc) utilizando como
donador a la proteina cian fluorescente (CFP) unida a un CNBD y como aceptor al
analogo fluorescente de AMPc 8-[Fluo]-AMPc. A pesar de que este ensayo
demostrd tener una gran sensibilidad y especificidad, ya que puede ser usado
inclusive con proteina no purificada, tiene una gran desventaja: los espectros de
excitacion de estos dos fluoréforos se sobreponen en demasia, por lo que al realizar
el ensayo el aceptor es excitado directamente por la fuente de luz; esto trae como

consecuencia que parte de la sefal no se deba a la transferencia de energia. Por ello



es necesario realizar un ensayo extra con un competidor (AMPc o un analogo no
fluorescente) para poder determinar si el cambio en la fluorescencia se debe
directamente a la transferencia de energia promovida por la unién entre el CNBD vy el
analogo fluorescente de AMPc.

Por lo anterior nos hemos enfocado en optimizar nuestro método mediante el
uso de un donador con corrimiento de Stokes grande en un nuevo par FRET.
Elegimos a la proteina fluorescente Ametrine ya que su eficiencia cuantica es de las
mas altas dentro de las proteinas fluorescentes con corrimiento de Stokes grande.
Como aceptor utilizamos al analogo fluorescente de AMPc 8-[Dy-547]-AMPc ya que
sus espectros de excitacidon y emisidén son similares a los de tdTomato (una proteina
fluorescente que funciona como un buen aceptor para Ametrine).

Con el nuevo par FRET EPAC-Ametrine\8-[Dy-547]-AMPc logramos evitar la
excitacion basal del aceptor, por lo que podemos realizar los ensayos de union sin
necesidad del ensayo de competencia. Esto es una caracteristica deseable si
queremos hacer un tamizaje masivo de CNBDs con funcién no determinada.
Ademas proponemos el uso del par FRET mAmetrine-Dy-547 como una excelente

opcidén para medir cualquier interaccion intermolecular.




1. INTRODUCCION

La célula es la unidad estructural y funcional de los seres vivos; posee una
membrana lipidica que separa a sus componentes del exterior, conservando asi su
integridad como un sistema quimico altamente organizado con capacidad de
autorreplicacion (Nelson & Cox, 2008; Alberts et al., 2015). Sin embargo, para poder
sobrevivir, las células, necesitan responder apropiadamente al medio que las rodea,
ya que constantemente reciben informacién proveniente de células vecinas y del
medio en el que se encuentran (Alberts et al., 2015). La transduccién de sefales es
el mecanismo por el cual se generan respuestas celulares orquestadas a los
estimulos externos, mediante su procesamiento y transformacién a sefales
bioquimicas (Hunter, 2000).

Un ejemplo de transduccién de sefiales sucede en el proceso de quimiotaxis
mediada por speract en los espermatozoides de erizo de mar de la especie
Strongylocentrotus purpuratus. Cabe recordar que estos animales son de
fecundacién externa por lo que en su época reproductiva liberan los gametos hacia
el medio externo; para que se preserve la especie, el gameto masculino tiene que
ser capaz de detectar e interpretar correctamente las sefiales enviadas por el évulo
para poder llegar hasta él y fecundarlo. Una de estas sefiales es el speract, un
decapéptido (GFDLNGGGVG) que se encuentra en la capa externa de los 6vulos de
este erizo de mar, el cual difunde creando un gradiente (Hansbrough & Garbers,
1981). El receptor del speract en el espermatozoide se encuentra localizado
exclusivamente en el flagelo; cuando ocurre la union del ligando, provoca un cambio
conformacional en el receptor que estimula la actividad de la guanilato ciclasa
asociada, es decir se comienza a sintetizar 3", 5° guanosin monofosfato ciclico
(GMPc) (Hansbrough & Garbers, 1981). EI GMPc activa a su vez al tetraKCNG, un
canal iénico selectivo a K* (Galindo et al., 2000; Striinker et al., 2006). La apertura del

tetraKCNG permite la salida de K*, lo que provoca una hiperpolarizacién en la
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membrana plasmatica (Lee & Garbers, 1986; Babcock et al., 1992). Esta
hiperpolarizacion podria activar a tres proteinas transmembranales: al
intercambiador Na*/H* especifico del espermatozoide (sNHE), al canal id6nico
activado por hiperpolarizacién y modulado por nucleétidos ciclicos especifico de los
espermatozoides de Strongylocentrotus purpuratus 1 (spHCN1), también conocido
como splH (canal iénico que media la corriente activada por hiperpolarizacion, 1) y
al intercambiador Na*/Ca?*-K*(NCKX).

La activacion del sNHE permitiria la salida de protones, acoplada a la entrada
de Na*, lo que traeria como consecuencia una alcalinizacién intracelular
(Hansbrough & Garbers, 1981; Lee & Garbers, 1986). Esta alcalinizacién estimularia
la actividad de la adenilato ciclasa soluble (ACs), por lo que la concentracién de
AMPc (3, 5" adenosin monofosfato ciclico) incrementaria (Hansbrough & Garbers,
1981; Nomura et al., 2005; Nomura & Vacquier, 2006). La activacion del NCKX
provocaria un descenso transitorio en los niveles de Ca®** (Su et al., 2005).
Simultaneamente, la activacién del spHCN1 por la hiperpolarizacion provocaria la
entrada de Na*, por lo que se despolarizaria la membrana, ademas la unién del
AMPc al canal incrementaria la amplitud de la corriente, intensificando la
despolarizacion (Gauss et al., 1998). Todo esto traeria como consecuencia un
incremento en el Ca®* intracelular (Ca**) que es dependiente de Ca?* externo, es
decir, no involucra la participacién de pozas internas. La entidad molecular
responsable de este incremento aun no estad del todo definida, pero un fuerte
candidato es el canal idnico Catsper (canal de Ca?* especifico del espermatozoide)
ya que es altamente dependiente de pH, (se activa por alcalinizacién) y
moderadamente dependiente de voltaje (Ren et al., 2001; Kirichok et al., 2006). Se
ha propuesto que el incremento del Ca*; promueve (Béhmer et al., 2005; Guerrero et
al., 2010) la apertura de un canal de CI regulado por Ca?* (CaCC) y un canal de K*

regulado por Ca** (CaKC), los cuales contribuirian en regresar a la membrana a su



potencial de reposo (Wood et al., 2007; Espinal-Enriquez et al., 2011, 2014);
asimismo, se propone que un intercambiador Na*/Ca?®* esta involucrado en regresar
la concentracién Ca®* a su estado basal. Estos Ultimos dos eventos terminan la
transduccién de sefales y permiten que se repita nuevamente la via de sefalizacién
creando ciclos, por lo que el aumento de Ca® en el flagelo seria oscilatorio (Béhmer
et al., 2005; Guerrero et al., 2010). De hecho, el comportamiento oscilatorio del Ca?*
en el flagelo es el responsable de redireccionar el nado del espermatozoide, ya que
con cada incremento de Ca* el espermatozoide da una vuelta pronunciada y
cuando la concentracién de Ca* disminuye el nado se vuelve progresivo (en linea
recta), llevando al espermatozoide hacia el évulo siguiendo el gradiente de speract
(Bébhmer et al., 2005; Guerrero et al., 2010).

En el caso de los espermatozoides de mamifero, esta via de sefalizacién no
esta presente, por lo que no existe un péptido tipo speract. Como la fecundacién en
estos organismos es interna, las sefales que recibe el espermatozoide para poder
fecundar el évulo son producidas y dependen del tracto reproductor femenino,
como la progesterona y el grado de viscosidad del medio (Harper et al., 2004; Miki &
Clapham, 2013).

Un estimulo muy peculiar en los espermatozoides de mamifero es el anion
bicarbonato (HCO,), ya que por su naturaleza iénica no puede atravesar libremente
la membrana celular, por ende necesita la ayuda de canales idnicos y
transportadores para ingresar a la célula y poder regular a sus proteinas blanco.
Aunado a esto, la concentracion intracelular de HCO,” también puede incrementar
debido a la hidratacion del CO, proveniente de las mitocondrias. Esta reaccion es
catalizada por las anhidrasas carbdnicas.

El cambio en la concentracion de HCO, es una sefial de suma importancia en
el caso de los espermatozoides de mamifero, ya que durante su viaje hacia el évulo

la concentracién extracelular de este ion cambia drasticamente a lo largo del
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trayecto (Levine & Marsh, 1971; Maas et al., 1977). De hecho, la entrada del HCO," al
espermatozoide funciona como una sefal de inicio y de regulacion de los distintos
procesos celulares que deben de efectuarse para que pueda ocurrir la fecundacion
(Liu et al., 2012).

Adicionalmente a su ampliamente conocida funcion como amortiguador de
pH, en el espermatozoide, el HCO, tiene un papel preponderante en las vias de
sefalizacion mediadas por AMPc (Hess et al., 2005). Esto se debe a que el HCO,
funciona como un regulador positivo de la ACs, la proteina encargada de catalizar la
sintesis de AMPc utilizando como sustrato ATP (adenosin trifosfato). La ACs es la
principal fuente de produccién de este segundo mensajero en los espermatozoides
de mamifero e invertebrados marinos como el erizo de mar.

Es tal la importancia del AMPc en la fisiologia del espermatozoide que los
ratones nulos para la ACs tienen un fenotipo infértil y con defectos en la motilidad
flagelar. Ademas, el fenotipo se logra rescatar con la adicion de andlogos
permeables de AMPc en el medio (Esposito et al., 2004). Asimismo, se ha
comprobado que la ACs interacciona intimamente con el sNHE, el cual es otra
proteina de importancia en la fisiologia del espermatozoide (Wang et al., 2007).

De hecho, los ratones nulos para el sSNHE también son infértiles y de la misma
manera que para la ACs, el fenotipo se rescata con la adicion de analogos
permeables de AMPc, por lo que se piensa que la correcta expresién del sSNHE vy la
ACs es indispensable para la otra. De manera interesante, el analisis de la secuencia
del sNHE sugiere la presencia de un dominio de unién a nucleétidos ciclicos (CNBD)
en su extremo carboxilo (Wang et al.,, 2003). Es importante mencionar que este
dominio CNBD también se encuentra en algunos de los canales idnicos antes
mencionados, como el tetraKCNG y el spHCN1.

La presencia del CNBD en el sNHE vy las evidencias de su interaccién fisica

con la ACs apuntan a que su actividad se encuentra regulada por AMPc (Nishigaki et



al., 2014), lo que implicaria una retroalimentacién positiva del sistema y por ende una
alcalinizacion mas pronunciada. Sin embargo, para hacer esa aseveracion es
necesario corroborar mediante métodos bioquimicos la funcién como detector de
AMPc del CNBD del sNHE, ya que en la literatura existen varios reportes (Dremier et
al., 2003; Kannan et al., 2007; Brelidze et al., 2009, 2012; Fechner et al., 2015; He et
al., 2015; Mohanty et al., 2015) de proteinas con CNBD que no unen nucleétidos
ciclicos (NMPc), por lo que se les denominé como CNBDs no candnicos. Cabe
mencionar que estos dominios también funcionan como reguladores de las
proteinas que los poseen y tienen un plegamiento similar al del CNBD, pero
coordinan otros ligandos (Shelver et al., 1997; Joyce et al., 2006; Carlson et al.,
2013; Gianulis & Trudeau, 2013; Gianulis et al., 2013; Haitin et al., 2013; Fechner et
al., 2015).

1. 1. Dominio de union a nucleotidos ciclicos (CNBD)

Los CNBD son dominios proteicos conservados de aproximadamente 120
residuos de aminodcido (figura 1) y estan presentes tanto en proteinas de
organismos procariontes como de eucariontes (Shabb & Corbin, 1992).
Normalmente, estos dominios se encuentran asociados a otros dominios funcionales
(i. e. dominios cataliticos, dominios de unidon a DNA, dominios para multimerizacion y
dominios transmembranales involucrados en el transporte de iones) dentro de la
misma proteina (Kannan et al., 2007; Mohanty et al., 2015).

Las principales funciones de los CNBD son la deteccién de cambios en la
concentracion intracelular de NMPc (principalmente AMPc y GMPc) y la regulacién
de la actividad de los dominios funcionales asociados (Berman et al., 2005;
Rehmann et al., 2007; Kornev et al., 2008). Estos segundos mensajeros, al unirse al
CNBD, inducen en el dominio un cambio conformacional que se transmite a lo largo

de la proteina, resultando en la modulacion de su actividad (Berman et al., 2005).
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Figura 1. Caracteristicas conservadas en los CNBDs.

El alineamiento jerarquico de algunas secuencias de CNBD muestra los residuos conservados del dominio.
En la parte superior se indica la estructura secundaria. Los nimeros sobre el alineamiento corresponden a
la posiciéon de los aminoacidos correspondiente al CNBD de PKA. En rojo esta resaltada la arginina 209
(R209), cuyo grupo guanidino es el responsable de la interaccién con el fosfato del AMPc, por lo que es uno
de los residuos mas conservados dentro del PBC. Los residuos de glicina que definen el nucleo estructural
del CNBD estan resaltados en verde. Adicionalmente, en azul, se encuentra la G169, que ademas de su
papel estructural, se encarga de interaccionar indirectamente con el fosfato del NMPc. En morado estan los
residuos conservados pertenecientes al nucleo hidrofébico del dominio. En anaranjado se muestran los
residuos conservados restantes (el grado de similitud es proporcional a la intensidad del color). La primera
secuencia, CNBD_consenso (azul oscuro), corresponde a la secuencia consenso reportada en Kannan et
al., 2007. En el alineamiento, los CNBDs se encuentran separados en dos categorias, la primera (café
oscuro) corresponde a los CNBDs de los que existen evidencias experimentales de su interaccion con
NMPcs, mientras que la segunda corresponde (café claro) a los CNBDs que carecen de caracterizacion
bioguimica y que fueron encontrados mediante analisis de secuencias (Kannan et al., 2007). En la parte
inferior, se muestran los residuos conservados que representarian la secuencia firma del CNBD. El
alineamiento se realiz6 con el programa Multialin 5. 4. 1 (Corpet, 1988).

La estructura general de los CNBDs (figura 2) se puede dividir en dos
subdominios (Weber et al., 1987; Kannan et al., 2007), un subdominio B rigido y un
subdominio helicoidal flexible y discontinuo (denominado subdominio o). El
subdominio B es el mas conservado de los dos (con un 35-41% de similitud en
cuanto a secuencia de aminodcidos), esta compuesto por un sandwich  de 8
hebras B antiparalelas con topologia de remolino (del inglés “jelly-roll”), el cual forma
una cavidad donde se deposita el NMPc.

Dicha unién no genera grandes cambios conformacionales dentro de este
subdominio, salvo un ligero movimiento en el asa entre las hebras 2 y 3. Esta asa
se encuentra en contacto con el subdominio a, y uno de sus residuos de glicina,
G169 (la numeracion corresponde a la posicién de los aminoacidos segun el CNBD

de PKA) interacciona indirectamente con el nucleétido ciclico ya que su Ca media la



interaccion CH- & con el grupo guanidino de la arginina 209 (R209), que a su vez
coordina el grupo fosfato del NMPc (Kannan et al., 2007).

Esta G169 junto con otras 5 glicinas (G159, G166, G178, G195 y G199) estan
altamente conservadas en los CNBDs (figura 1) y definen el ndcleo estructural del
dominio, todas ellas se encuentran localizadas en las asas que conectan las hebras
B. Estas glicinas tienen una torsién ¢ positiva (la cual es una conformacién
energéticamente no favorable para los demas aminoacidos), lo que sugiere que
estan conservadas debido a que se necesitan para la correcta formacién del
sandwich B antiparalelo (Weber et al., 1987; Kannan et al., 2007). Ademas de las
glicinas otros de los aminoacidos altamente conservados son los residuos
hidrofébicos (figura 1) que se encuentran en las hebras p2, B3, p4, p6, p7 y P8
(Weber et al., 1987; Kannan et al., 2007).

El subdominio alfa es mas variable en cuanto a identidad de secuencia,
también es el que experimenta mas rearreglos después de la unién con los NMPc
(figura 2); estd compuesto por dos motivos helicoidales (cada uno en los extremos
amino y carboxilo) y por una hélice o pequeia denominada oP. El motivo helicoidal
del extremo amino estd compuesto por una sola hélice o llamada hélice oA,
mientras que el motivo helicoidal del extremo carboxilo estd compuesto, en la
mayoria de los CNBD, por dos hélices a (aB y aC). A la hélice aB también se le
conoce como bisagra y se encuentra inmediatamente después del sandwich p. Esta
hélice presenta variaciones tanto en longitud como en secuencia; a pesar de ello se
encuentra en todos los CNBDs y es la region que sufre el cambio conformacional
mas drastico en presencia de NMPc (figura 2) (Berman et al., 2005; Rehmann et al.,
2006).

Después de la hélice aB continla una region denominada tapa (Berman et al.,
2005). Esta region es la mas variable dentro de los CNBDs, tanto en secuencia como

en estructura. En la figura 2 se comparan las estructuras de los CNBDs de EPAC y la
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del canal HCN. Se puede observar claramente que la tapa es totalmente diferente en
estos CNBDs, ya que en EPAC esta conformada por una hoja g (Harper et al., 2008),
mientras que en el canal HCN (y el resto de los CNBDs de los que se tiene
estructura cristalografica) tiene una conformacion de hélice a, llamada oC (Rehmann
et al., 2006). A pesar de tan marcadas diferencias, la regiéon de la tapa conserva su
funcién de interaccionar con la base nitrogenada del nucleétido ciclico (Rehmann et
al., 2007).

La pequeia hélice aP, junto con su subsiguiente asa, conforman el casete de
union a fosfato (PBC, por las siglas en inglés de “Phosphate Binding Cassette”) que
se encuentra entre las hebras p6 y p7 del sandwich p. EI PBC es un motivo
conservado, cuya secuencia es FGE?*’[LIV]AL[LIMV]XXX[PV]R?*[ATNQV]A[TSN][VIA].
Posee varios residuos involucrados en la formacién de puentes de hidrogeno con el
grupo fosfato y la ribosa de los nucledtidos ciclicos. En especial, la R209 es
elemental para dicha union, ya que el grupo guanidino de su cadena lateral media la
interaccion con el fosfato del nucledtido (Berman et al., 2005). Esta interaccion
también es electrostatica por lo que puede ser considerada como puente salino;
cabe hacer hincapié en que este aminoacido se encuentra conservado en el PBC de
todos los CNBDs funcionales hasta ahora descritos (es decir los CNBDs a los que se
les ha caracterizado bioquimicamente su union especifica con los nucledtidos
ciclicos), pero no esta ausente en todos los CNBDs que no interaccionan con NMPc.

Otro de los residuos importantes para la interaccion con los nucleétidos
ciclicos es el acido glutamico 200 (E200), el cual interacciona con la ribosa del
nucledtido y al mismo tiempo forma puentes de hidrégeno con residuos de la tapa
(Kannan et al., 2007; Mohanty et al., 2015). A diferencia de la R209, el E200 no esta
totalmente conservado en los CNBDs caracterizados; en algunos casos la posicién

esta ocupada por aminoéacidos similares como el acido aspartico.



Figura 2. Comparacién estructural de los CNBD de EPAC y HCN.

El CNBD de EPAC (verde) esta en su conformacion libre de AMPc y en presencia de AMPc (gris). EIl CNBD
del canal HCN se encuentra en su conformaciéon unido a AMPc (rojo), los dominios se encuentran
superpuestos. EI CNBD de EPAC es muy parecido al del canal HCN a excepcion de la regién de la tapa, ya
gue difiere totalmente en estructura y secuencia. Los dominios CNBD han evolucionado de tal manera que
al interaccionar con el nucleétido ciclico experimentan un cambio conformacional. Esto se puede ver en el
movimiento de la hélice aB también llamada bisagra. (Imagen basada en Rehmann et al., 2006 y creada en
MacPyMOL).

Entre las proteinas hasta ahora identificadas que contienen un CNBD capaz
de unir nucledtidos ciclicos se encuentran el factor de transcripcién bacteriano
activado por catabolitos CAP (también conocido como CRP, proteina receptora de
AMPc) (McKay & Steitz, 1981), las cinasas dependientes de AMPc y GMPc (PKA y
PKG, respectivamente) (Canaves & Taylor, 2002; Huang et al., 2014), los canales
i6nicos regulados por NMPc (CNG) (Craven & Zagotta, 2006), los canales idnicos
activados por hiperpolarizacién y modulados por NMPc (HCN) (Zagotta et al., 2003),
los canales iénicos permeables a K* y regulados por nucleétidos ciclicos (KCNG)
(Galindo et al., 2000, 2007; Striinker et al., 2006; Bonigk et al., 2009), el canal i6nico
bacteriano MiotiK, las proteinas dependientes de AMPc que intercambian

nucledtidos de guanina en las proteinas G pequefas (EPAC) (Kawasaki et al., 1998;
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Rehmann et al., 2003), la lisinacetiltransferasa de Mycobaterium sp. (KAT) (Nambi et
al., 2010; Lee et al., 2012) y la proteina especifica del espermatozoide con funcién
desconocida CRIS (Krahling et al., 2013).

Hasta la fecha se han identificado, mediante analisis bioinformatico 13,667
proteinas con CNBD (Mohanty et al., 2015). Estos CNBD estan clasificados en 135
subfamilias segun su similitud de secuencia y por los dominios funcionales a los que
se encuentran asociados (Shabb & Corbin, 1992; Kannan et al., 2007; Mohanty et al.,
2015). Estos andlisis revelaron que los CNBDs también estan presentes en
transportadores ABC, transportadores de sulfato, ATPasas, proteinas del complejo
de secrecion tipo l, histidincinasas, lisofosfolipasas, fosfatasas,
nucleotidiltransferasas, hidrolasas de acil-CoA y oxidorreductasas (Mohanty et al.,
2015).

Aunado a la identificacién y clasificacidn de estas secuencias, se observa que
los CNBDs han conservado preferentemente los residuos estructurales (las G en las
asas entre dos hebras B y el patron de residuos hidrofébicos). Sin embargo, en el
resto de la secuencia existe una enorme variabilidad (Kannan et al., 2007; Mohanty
et al., 2015). Estas variaciones se encuentran principalmente en el extremo amino
antes de la hélice aA, en la regidon comprendida desde el asa f4-p5 hasta el final de
la hebra 5, en el PBC y en la aC (Mohanty et al., 2015).

La variabilidad en la secuencia del extremo amino y carboxilo del dominio se
debe principalmente a que cada proteina ha desarrollado su propio mecanismo para
la transmision del cambio conformacional del CNBD, inducido por NMPc, al resto de
la proteina (Berman et al., 2005). En el caso de las variaciones en el asa f4-p5 y la
hebra 5 se explican, probablemente, porque ambas se encuentran expuestas hacia
el solvente, por lo que la conservacién de sus secuencias no es esencial para la

estabilidad del dominio (Weber et al., 1987).



Por otra parte, se ha observado que las variaciones dentro del PBC
repercuten en la funcionalidad del dominio modificando su afinidad y especificidad.
Existen reportes donde mutaciones en la R209 aumentan la K; en un orden de
magnitud e incluso abolen la interaccion con los NMPc (Bubis et al., 1988; Harzheim
et al., 2008) y se sabe que la especificidad entre AMPc y GMPc depende,
respectivamente, de la presencia de un residuo de alanina o treonina en la posicion
210 del CNBD (Weber et al., 1989; Altenhofen et al., 1991; Kumar & Weber, 1992).

Ademas, se han reportado CNBDs con PBCs no conservados que tienen una
interaccion nula con cualquier NMPc (Lanzilotta et al., 2000; Dremier et al., 2003;
Kuiperij et al., 2003; Joyce et al., 2006; Brelidze et al., 2009). Incluso, para algunos
de ellos, se ha reportado que interaccionan con otro tipo de ligandos aunque el
dominio mantiene la misma estructura global (Lanzilotta et al., 2000; Joyce et al.,
2006). Este ultimo punto sugiere que el CNBD no es solamente un dominio
regulatorio capaz de detectar nucleétidos ciclicos (CNBD canodnico), sino que,
conservando el mismo plegamiento, también ha evolucionado como una estructura
versatil de deteccion de diversos tipos de moléculas involucradas en la transduccién

de sefales. A este tipo de dominios se les denominé como CNBDs no canénicos.

1. 2. CNBDs no canonicos

Durante la evolucion, las proteinas con CNBD han sufrido una gran
divergencia funcional debida mutaciones, inserciones y deleciones especificas en
los motivos conservados. Un claro ejemplo se muestra con las proteinas CooA
(activador transcripcional dependiente de mondxido de carbono) y CprK (regulador
transcripcional de la deshalogenasa reductora de o-clorofenol), que junto con CAP,
pertenecen a la superfamilia de factores transcripcionales bacterianos CRP/FNR
(regulador de la fumarato/nitrato reductasa). Esta familia de proteinas esta
involucrada en la regulacién positiva de genes involucrados en las respuestas a

sefales extracelulares hostiles, como cambios en la presion de O, o la baja
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concentracion de nutrientes, bridandole a la bacteria una versatilidad metabdlica
para poder sobrevivir.

CAP, CooA y CprK son proteinas diméricas que conservan una estructura en
comun (Lanzilotta et al., 2000; Joyce et al., 2006), tienen un dominio detector de
moléculas pequenas en el amino terminal y un dominio de unién a DNA en el
carboxilo terminal. En todos los casos, cuando el efector se une inicia un cambio
conformacional que se transmite a toda la proteina, promoviendo que el dominio de
union a DNA pueda unirse especificamente y con gran afinidad a la region
promotora, permitiendo la transcripcion de los genes que regula (Popovych et al.,
2009). Para CAP, la molécula efectora es el AMPc y el dominio detector es un CNBD
canonico con el residuo R209 conservado (la R ocupa la posicién 82 en la secuencia
de CAP).

En el caso de CooA, su molécula efectora es el monodxido de carbono (CO) y
el dominio detector es un CNBD no candnico, que posee un residuo de histidina
(H77, numeracién correspondiente a la secuencia de CooA) en una posicién
estructuralmente analoga a la ocupada por la R209 en PKA (figura 3). En la
estructura cristalografica, la H77 se encuentra coordinando a un grupo hemo, el cual
se encuentra en la cavidad formada por el sandwich f (donde se une el NMPc en los
CNBDs canodnicos). El grupo hemo es el que se encarga de detectar al CO
(Lanzilotta et al., 2000) y al unirse éste, se induce un cambio conformacional que
activa a la proteina (Lanzilotta et al., 2000; Borjigin et al., 2007; Won et al., 2009).
Este factor transcripcional se encarga de regular positivamente la expresion de
genes involucrados en la oxidacion del CO para obtener energia en ambientes
anaerdbicos.

Asimismo, el factor transcripcional CprK posee también un CNBD no
canonico, pero en este caso la posicion de la R209 del PBC esta ocupada por un

residuo de asparagina (N92, numeracién correspondiente a la secuencia de CprK).



La N92 forma puentes de hidrégeno con compuestos aromaticos halogenados
(figura 3), como el acido orto-clorofenolacético (OCPA), el cual es el ligando de CprK
(Levy et al., 2008). De igual manera que en los casos anteriores, la union del ligando
induce un cambio conformacional, pero en este caso permite que el dominio de
union a DNA interactle con los promotores de genes involucrados en la

halorrespiracion (Joyce et al., 2006; Levy et al., 2008; Kemp et al., 2013).

PKA

K :;11 l‘;zos

CprK PDZ-GEF

Clorofenol

Figura 3. Comparacion entre los PBC de PKA y el de los CNBDs no canodnicos.

Se muestra el PBC de PKA y su region homologa en CooA, CprK y PDZ-GEF, con sus respectivos ligandos.
En el CNBD de PKA, el residuo encargado de formar puentes de hidrégeno con el AMPc es la arginina 209
(R209). En el caso de Coo0A, la histidina 77 (H77) ocupa la posicién donde se encontraria la R209; es
interesante que ese residuo se encarga de la interaccion con el grupo hemo, el cual es el ligando de CooA.
De igual manera, para CprK, esa misma posicién esta ocupada por una asparagina (N92) que interacciona
con moléculas de clorofenol, el cual es el ligando de este factor de transcripcion. Por Gltimo, se muestra la
region analoga de PDZ-GEF, para la cual no se conoce su ligando fisiol6gico, pero se propone que éste
interaccionaria con la metionina 98. (Imagen modificada de Kannan et al., 2007).

Adicionalmente, se cuenta con la estructura cristalografica de otras tres
proteinas con dominios tipo CNBD que no estan reguladas por nucleétidos ciclicos y
para las que tampoco se conoce su ligando fisiolégico. La primera es PrfA, proteina
que también pertenece a la familia de los factores de transcripcién CRP/FNR; esta
involucrada en la regulacion positiva de los genes de virulencia de la isla de
patogenicidad 1 (LIPI-1) de Listeria monocytogenes, y al igual que CooA, CAP y
CprK adopta dos conformaciones, una interacciona especificamente con el DNA
promoviendo el inicio de la transcripcién y la otra no (Won et al., 2009). Aunque no

se conoce su ligando fisioldgico, estudios bioquimicos y estructurales indican
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fuertemente que el cambio entre conformaciones se debe a la interaccién del
sandwich B con una molécula pequeia (Eiting et al., 2005; Deshayes et al., 2012).

La segunda es la proteina de eucariontes PDZ-GEF, la cual esta
estrechamente relacionada con EPAC. Ambas son factores intercambiadores de
nucleétidos de guanina, pero sélo EPAC esta regulado directamente por AMPc
(Kuiperij et al., 2006). De hecho, en la figura 3 se puede observar que un residuo de
metionina (M98) ocupa el lugar de la arginina de los CNBD candnicos (Kannan et al.,
2007).

La tercera es la proteina de funciéon desconocida CBNL de Brucella abortus, la
cual tiene un CNBD parecido al de PKG y aunque conserva el residuo de arginina

clave para la union con NMPc no coordina GMPc ni AMPc (He et al., 2015).

1. 3. Dominio homdlogo al dominio de union a nucledtidos ciclicos
(CNBHD)

Ademas de los CNBDs no canodnicos mencionados en la seccion anterior,
recientemente se renombré a un grupo de CNBDs que no coordinan NMPc como
dominios homodlogos al dominio de uniéon a nucleétidos ciclicos (CNBHD). Los
CNBHD se encuentran en el extremo carboxilo de las proteinas de la subfamilia de
canales idnicos KCNH, que comprende a los canales ether-a-go-go (EAG), los
canales de K* parecidos a EAG (ELK, “EAG-like potassium channel”) y los canales
idnicos relacionados al gene EAG (ERG, “EAG related gene”) (Brelidze et al., 2009,
2012; Schinke & Stoldt, 2013).

Esta familia de canales estd estrechamente emparentada y tiene una
topologia similar a la de los canales HCN y CNG, los cuales tienen un CNBD
candnico y su apertura estd modulada por NMPc. Por tal similitud se llegd a
considerar a los KCNH como blancos de AMPc o GMPc

Sin embargo en la literatura existian datos contradictorios sobre su regulacion

directa por NMPc, ya que algunos grupos habian demostrado mediante ensayos



electrofisiolégicos en célula completa que los canales EAG de Drosophila
(Briggemann et al., 1993; Zhong & Wu, 1993) y los ERG de humano estaban
regulados por AMPc (Cui et al., 2000, 2001), mientras que otros grupos demostraron
lo opuesto registrando la actividad de los canales de parches escindidos en
configuracion “inside-out” (Ludwig et al., 1994; Sanguinetti et al., 1995; Robertson et
al., 1996; Frings et al., 1998). No fue hasta que se realizaron ensayos bioquimicos
con los dominios aislados que se comprobd que el dominio CNBHD de EAG y ERG
tienen, respectivamente, nula y baja afinidad (K,= 51 yM) a los NMPc (Brelidze et al.,
20009).

Aunado a esto, en los Uultimos afos se han reportado varias estructuras
cristalogréficas de las regiones citoplasmaticas de los canales KCNH (Brelidze et al.,
2012, 2013; Marques-Carvalho & Morais-Cabral, 2012; Marques-Carvalho et al.,
2012; Haitin et al., 2013). La primera fue la del canal ELK del pez cebra (zELK)
(Brelidze et al., 2012), con la que se demostré que la estructura global del dominio
CNBHD de zELK (figura 4) es similar a la de los CNBD canodnicos, pero no posee un
sandwich B adecuado para la unién con los NMPc.

Esto se debe a que el perfil electrostatico de la cavidad donde se embebe el
NMPc es negativo, lo cual no es favorable para la union del NMPc pues éste posee
carga negativa debido al grupo fosfato. Aunado a esto, el sitio estd ocupado por una
hebra p pequena del propio canal, denominada p9 (figura 4), que se propone
funciona como un ligando intrinseco, el cual podria ser desplazado por un ligando
fisioldgico aun no caracterizado y modular la actividad del canal (Brelidze et al.,
2012).

La existencia de los CNBHD y los CNBDs no candnicos muestran claramente
que la presencia de un CNBD predicho por analisis bioinformatico no significa

necesariamente que el dominio pueda unir NMPc, por lo que se necesita realizar una
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caracterizacién bioquimica para determinar realmente cuales dominios si

interaccionan con NMPc.

Figura 4. Comparacion estructural entre el CNBD de HCN2 y el CNBHD de zELK.

A pesar de que la estructura global del CNBHD de zELK (verde) es similar al CNBD de HCN (lila), la
superposicion de las dos estructuras revela diferencias marcadas, principalmente en la posiciéon de las
hélices o.. Ademas la hélice aC es mas corta y esta ligeramente curveada, y al final de esta se encuentra
una hebra pequeia (f9, amarillo). De manera interesante, el anillo fendlico de la tirosina presente en la 9
esta en el lugar donde se posicionaria el anillo de purina del AMPc (blanco), mientras que la leucina esta en
donde deberia de estar el fosfato.



2. ANTECEDENTES

Recientemente, en nuestro grupo, desarrollamos un ensayo de unién entre un
CNBD y un NMPc mediante FRET (del inglés “Forster Resonance Energy Transfer”).
A continuacién se describird brevemente el fendmeno de FRET con sus bases
tedricas, para posteriormente explicar el ensayo de unidon con sus ventajas vy

desventajas.

2. 1. FRET

FRET es un fendmeno cuantico descrito por primera vez a mediados de la
década de los 40 por el cientifico aleman Theodor Férster (Lakowicz, 2006). Durante
este fendmeno ocurre transferencia de energia mediante resonancia entre un
fluoréforo donador en un estado electrénico excitado y un cromoéforo o fluoréforo

aceptor en su estado basal (figura 5).
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Figura 5. FRET y diagrama de Jablonski simplificado.

Se representan los estados electrénicos basales (Sg) y excitados (S;) junto con sus respectivos subniveles
vibracionales de dos moléculas fluorescentes que representan al donador (D) y al aceptor (A) en un par
FRET. En el panel A ocurre transferencia de energia ya que el donador absorbe un fotén que lo lleva a su
estado excitado (flecha azul), el fluoréforo donador regresa a su estado basal sin emitir un foton (linea
punteada, verde oscuro) después de transferir su energia al aceptor. La molécula aceptora llega a su
estado excitado por la transferencia de esta energia y sin absorber fotones (linea punteada, verde claro),
regresa a su estado basal emitiendo un foton de menor energia que el absorbido por el donador (linea roja).
En este caso, los dos fluoréforos se encuentran a una distancia menor a 10 nm, sus dipolos son paralelos y
existe una sobreposicién del espectro de emision del donador con el de excitacion del aceptor. En el panel
B, no hay transferencia de energia debido a que los dos fluoréforos estan muy alejados uno del otro, sus
dipolos no estan orientados ni hay una sobreposicion entre sus espectros. Rp, €s la distancia que hay entre
el donador y el aceptor; Ry es la distancia de Forster para ese par FRET; k” es el factor de orientacién de los
dipolos de los fluoréforos y J es la integral de la sobreposicion del espectro de emision del donador con el
espectro de excitacion del aceptor.
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El flujo de la transferencia de energia va de la molécula donadora hacia la
aceptora y sucede de manera no radiativa, es decir, la molécula donadora no emite
fotones que son absorbidos por el aceptor (Piston & Kremers, 2007). En realidad, la
transferencia de energia sucede mediante la interaccion de los dipolos oscilatorios
de las moléculas, por lo que éstos deben de oscilar en las mismas frecuencias
(Lakowicz, 2006; Clegg, 2009).

El resultado de la transferencia de energia se ve reflejado en la disminucién de
la eficiencia cuantica® (@) y en el decremento del tiempo de vida media del donador?
(tp), por lo que se observa una disminucion en su intensidad de fluorescencia®. En el
caso de que la molécula aceptora sea también un fluoréforo, éste emitira un fotén
para regresar a su estado basal, es decir que se observard un aumento en la
fluorescencia del aceptor (Braslavsky et al., 2008).

La velocidad de transferencia de energia (k1) depende de las caracteristicas
espectroscopicas de los fluordforos, de su posicidon y orientacién con respecto uno
del otro y de factores del medio. Forster dedujo tedricamente que la kr estaba dada
por la ecuacion 1, ofreciendo algunos experimentos que avalaban su teoria.

_ ®px*  (9In10)
1, RS, 12875 N, n* (1)

kr

Donde @, es la eficiencia cuantica del donador en ausencia del aceptor, por
lo que entre mas cercano sea su valor a 1 mayor sera la transferencia de energia; x>

es el factor de orientacion® de los dipolos de emisidn y absorcién del donador y

Eficiencia cuantica o rendimiento cuantico (®). Es la relacion entre el nimero de fotones emitidos respecto al nimero de
fotones absorbidos, los valores que puede tomar van de 0 a 1.

Tiempo de vida media (t). Es el tiempo promedio en que un fluoréforo pasa en el estado excitado antes de volver al estado
basal. Generalmente sus valores estan en el rango de picosegundos a cientos de nanosegundos.

Fluorescencia. Es un proceso de emision de luz en el cual las moléculas son excitadas por la absorcion de fotones. Las
especies excitadas se relajan a su estado basal liberando su exceso de energia mediante la emision de un foton con menor
energia que el absorbido.

4 El factor de orientacion k°, depende de la posicién en el espacio de los dipolos y de los angulos que existen entre ellos; puede
tomar valores en un rango de O a 4, donde 0 significa que los dipolos estan orientados perpendicularmente, en este caso no
habria FRET. Mientras que un valor de 4 significa que son paralelos en el mismo plano y se encuentran totalmente alineados
uno detras del otro, un valor de 1 significaria que los dipolos son paralelos, pero uno a lado del otro. Debido a que la mayoria de
los fluoréforos se usan en solucién, se utiliza un factor de orientacién de 2/3, el cual representa el valor promedio de todas las
orientaciones posibles que pueden tener los dipolos en un momento dado.



aceptor, respectivamente; 1, es el tiempo de vida media del donador en ausencia del
aceptor; R°,, es la distancia entre el donador y el aceptor elevada a la sexta
potencia; N,es el nimero de Avogadro (6.022 x 10?® moléculas/mol); n* es el indice
de refraccion del medio elevado a la cuarta potencia; /] es la integral de la
sobreposicién de los espectros y se obtiene mediante la siguiente ecuacion:

[ Fp(D) e4(M) A* dA
 [Fy(D)da @)

Donde F,, (1) es la intensidad de fluorescencia del donador en la longitud de
onda 1y g4(1) es el coeficiente de extincidon molar del aceptor en la longitud de onda
A. La ecuacién 2 representa la sobreposicién del espectro de emisiéon del donador
con el espectro de absorcion del aceptor modificada por un factor de A*. Esta
sobreposicién es un requisito esencial para que ocurra FRET.

Una expresion alternativa para la velocidad de transferencia de energia esta

dada por:

ek R0>6_ 1<R0>6
r=ko(zr) = (7o §)

En esta ecuacién se observan dos nuevos términos; k, es la constante de
decaimiento del donador en su estado excitado y es el inverso del 7, mientras que
R, es la distancia de Forster, la cual es la distancia critica a la que el 50% de la
energia de excitacion es transferida al aceptor, es decir hay una eficiencia del 50%
en la transferencia (Lakowicz, 2002).

El término R, define la relacion espacial entre el croméforo del donador y del
aceptor, en la cual la probabilidad de relajacion del donador mediante la
transferencia de energia por resonancia es igual a la probabilidad de relajacion por
cualquier otro proceso que pueda ocurrir. Este valor depende de las caracteristicas
de los fluoréforos de cada par FRET y se puede calcular si combinamos las

ecuaciones 1y 3.
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s (OIn10)®; x?
™ 12875 N, n* (4)

RO = 9.78X103(n_4CDDK2])1/6 (5)

La ecuacidon 5 es sélo una representacion sencilla y Gtil de la ecuacion 4, ya
que da directamente la distancia en A, pero sélo es valida si J se expresa en M'cm?.
Para esto, ] se tiene que calcular usando M'cm™ para el coeficiente de extincion
molar y cm para las longitudes de onda.

Es importante recalcar que en las ecuaciones 1 y 3 se observa que la
transferencia de energia es altamente dependiente de la distancia entre el donador y
el aceptor ya que es proporcional a R;5. A pesar de su gran dependencia por la
distancia, este fendmeno no es colisional y sucede solamente en un rango de
distancias de 1 nm a 10 nm, aproximadamente (Lakowicz, 2006). Esto es porque a
distancias menores las moléculas de donador y aceptor llegan a formar complejos,
ya que sus nubes de electrones podrian interaccionar entre si, por lo que ocurriria
otro tipo de fendmenos como el intercambio de electrones tipo Dexter (también
conocido como transferencia de energia de Dexter) y el apagamiento estatico de la
fluorescencia del donador. En cambio, a distancias mayores se llega a la zona
radiativa del campo electromagnético, donde la emision y absorcion de fotones se
lleva a cabo (Medintz & Hildebrandt, 2013).

De manera interesante, el rango de distancias en el que sucede el fendbmeno
de FRET es de suma importancia bioldgica, ya que dentro de él se encuentra el
tamafio promedio de las biomoléculas, las distancias entre las subunidades de las
proteinas multiméricas y el grosor de la membrana lipidica. Por lo anterior, se ha
utilizado al fenémeno de FRET como una regla molecular y como una herramienta
para medir interacciones moleculares (Lakowicz, 2006; Nishigaki & Trevifo, 2012).

Esto se logra calculando la eficiencia de la transferencia de energia (E), es decir, la



fraccion de fotones que son absorbidos por el donador y que son transferidos al

aceptor. La expresién formal para la eficiencia de FRET es:

kr

E= ke + kp (6)

Por lo que podemos deducir que si la transferencia de energia (k;) sucede
mas rapido que la tasa de decaimiento del donador (k, = <;?), la eficiencia sera
grande. En el caso contrario, si la k; es mas lenta que la k,, habra muy poca
transferencia de energia cuando el donador se encuentre en el estado excitado, por
lo que el FRET sera ineficiente. Por ello es indispensable que el 7, sea lo
suficientemente largo para que pueda ocurrir FRET.

Experimentalmente, la eficiencia de FRET se obtiene midiendo la intensidad
de fluorescencia del donador en presencia (Fp,) y ausencia del aceptor (Fp) y

sacando su cociente.

Fp (7)
Del mismo modo, se puede obtener midiendo el tiempo de vida media del

donador en presencia (tp4) Y ausencia del aceptor (zp).

T
E=1--24

Tp (8)
Si combinamos las ecuaciones 3 y 6 podemos calcular la eficiencia de FRET

(E) en funcién de la distancia que hay entre el donador y el aceptor.

_ R
RS + RS, ©)

De esta manera, si determinamos la eficiencia de FRET experimentalmente y
conocemos la distancia de Forster (R,) del par FRET podriamos calcular la distancia

entre dos fluoréforos.
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2. 2. Ensayo de union tipo FRET

En nuestro grupo desarrollamos un ensayo de unién entre un CNBD y AMPc
registrando los cambios en la fluorescencia debidos al FRET intermolecular. Para
esto utilizamos como aceptor a un analogo fluorescente de AMPc, el cual esta
marcado con fluoresceina en el carbono 8 de su base nitrogenada (8-[Fluo]-AMPc).

Como donador utilizamos a la proteina fluorescente (FP) mECFP (variante
monomérica mejorada de la proteina cian fluorescente), la cual fusionamos al
extremo carboxilo de la hélice B del CNBD de EPAC | (denominamos a la proteina
quimérica EPAC-CFP). El CNBD en la construccién tiene 36 aminoacidos extra en su
extremo amino que corresponden a un manojo de hélices o que conectan al CNBD
con el dominio DEP en la proteina completa. La presencia del manojo de hélices o le
da cierta estabilidad al domino y se ha observado que incrementa su nivel de
expresién y su solubilidad al purificarlo (Kraemer et al., 2001). De hecho, esta misma
extension del CNBD fue utilizada en el sensor fluorescente EPAC-cAMPs (Nikolaev
et al., 2004).

El ensayo consistia basicamente en adquirir el espectro de emision del
donador en presencia y ausencia del aceptor y calcular su eficiencia de FRET.
Ademads, para comprobar la especificidad de la union, realizamos un ensayo de
competencia con 8-CPT-AMPc, un analogo no fluorescente de AMPc (figura 6).

Al realizar el ensayo con la proteina recombinante pudimos observar que la
fluorescencia del donador (EPAC-CFP) disminuia en presencia del aceptor (8-[Fluo]-
AMPc), debido a que ocurria transferencia de energia entre estos dos fluoréforos.
Estos resultados indicaban que el AMPc marcado (8-[Fluo]-AMPc) si interaccionaba
con el CNBD de EPAC |.

Ademas determinamos que la interaccion era especifica, ya que en el ensayo
de competencia pudimos registrar que la fluorescencia del donador regresaba a su

nivel original, ya que el exceso de AMPc no fluorescente desplazaba casi por



completo al aceptor. Asimismo, logramos realizar los ensayos a concentraciones
menores a 10 nM e incluso con proteina no purificada, lo que disminuyé el tiempo

de trabajo experimental y el uso de reactivos.

A B C EPAC-CFP (50 nM)

+*
EPAC-CF: (50 nM) 8-{Fluc}-AMPc (100 nM)
EPAC-CFP (50 nM) 8-[Fluo]-AMPc (100 nM) Competidor (100 uM)
Aax = 440 N 2ex = 440 nM dux = 440 nM

450 480 510 540 450 480 510 540 450 480 510 540
Longitud de onda de emision (nm) Longitud de onda de emision (nm) Longitud de onda de emision (nm)
- - EPAC-CFP - EPAC-CEP
- EPAC-CFP + 8-{Fluo)-AMPc ® e EPAC-CFP + 8-(Flual-AMPG + Competidor

Figura 6. Ensayo de unién tipo FRET.

En la parte superior, se muestran las condiciones en las que se llevo a cabo el ensayo; para todos los casos
se utilizo una luz de excitacion de 440 nm. En la parte de en medio esta la representacion esquematica del
ensayo y en la parte inferior los espectros de cada condicion (en todos se muestra en linea continua y azul
claro el espectro del donador en ausencia del aceptor para comparacién). En el panel A se muestra
solamente al donador, es decir la proteina quimérica EPAC-CFP. Como el ensayo se realiz6é con una luz de
excitacion de 440 nm, vemos la emision de CFP con su caracteristico espectro de dos picos. En el panel B,
se muestra la condicién de donador en presencia del aceptor (8-[Fluo]-AMPc; color verde); como hay unién
entre el CNBD de EPAC | y el analogo de AMPc, los fluor6foros se acercan lo suficiente para que ocurra
FRET. Por lo tanto, en la gréafica de los espectros vemos una reduccion en la fluorescencia del donador y un
incremento en la fluorescencia del aceptor. En el panel C se muestra el ensayo de competencia; la linea
discontinua de color azul muestra la mezcla de EPAC-CFP y 8-[Fluo]-AMPc mas competidor, por lo que
vemos que la fluorescencia del donador se recupera ya que el exceso de AMPc no fluorescente desplaza al
aceptor.

A pesar de la facilidad del ensayo, éste tiene un gran inconveniente, ya que la
luz de excitacién utilizada para el donador (Ax=440 nm), también excita

directamente, aunque en menor medida pero de manera significativa, al aceptor 8-
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[Fluo]-AMPc (figura 7A). Por lo tanto, una fraccion de la fluorescencia del aceptor se
debe a la excitacion directa por la luz de excitacion y no por FRET (figura 7B).

Este problema parece trivial si el ensayo se realiza en solucién dentro de una
celdilla y con la proteina purificada, ya que el experimentador puede ajustar
facilmente la concentracion de donador y aceptor. Sin embargo, si este mismo
ensayo quisiera realizarse en células de cultivo con un sistema de microscopia de
fluorescencia o con un lector de placas, seria practicamente imposible determinar la
proporcién real de donador y aceptor. Esto complicaria el andlisis e interpretacion de
los datos, ya que la forma del espectro en la condicion con competidor varia

dependiendo de la proporcion de donador:aceptor (figura 7C).

A B C

129 ™™ EPACCFP . EPAC-CFP wmm -2

- §-[Flo]-AMPC 8-[Flucl-AMPC ==e -h
hex =440 - 110
w08 B w Z
< <025 w05
204 2 =
p1
420 450 480 510 450 490 530 570 450 480 510 540
Longitud de onda de excitaciéon (nm) Longitud de onda de emisién (nm) Longitud de onda de emision (nm)

Figura 7. Desventajas del par FRET EPAC-CFP 8-[Fluo]-AMPc.

(A) Se muestran los espectros de excitaciéon de EPAC-CFP (100 nM, linea azul) y 8-[Fluo]-AMPc (100 nM,
linea verde). El recuadro gris muestra la longitud de onda de excitacion (440 nm) que se usa durante el
ensayo de unién. Para poder comparar los espectros, éstos se registraron utilizando la longitud de onda de
emision correspondiente al 85 % de la emision maxima de cada uno de los fluoréforos, es decir, se tomé el
espectro de excitacién a una longitud de onda de emision de 485 nm para EPAC-CFP y 515 nm para 8-
[Fluo]-AMPc. El panel B corresponde a los espectros de emision tomados con la longitud de onda de
excitacion utilizada durante los ensayos de union (440 nm), se puede observar que el pico de emisién de 8-
fluo-AMPc corresponde a la tercera parte de la intensidad maxima de EPAC-CFP. En el panel C se
muestran los espectros de emision normalizados de los ensayos de unién en presencia de competidor a
distintas proporciones de donador y aceptor.

En un esfuerzo por optimizar las condiciones del ensayo con este par FRET
utilizamos una fuente de luz con longitudes de onda mas cortas, pero incluso en
estas condiciones ocurria una excitacién basal del aceptor. Ademas, se perjudicaba
el cociente senal/ruido, ya que la excitacién de EPAC-CFP era ineficiente.

Por lo anterior, decidimos abordar el problema utilizando una nueva

combinaciéon de fluoréforos en la cual el donador tuviera un mayor corrimiento de



Stokes®, ya que de esa manera evitariamos que la luz de excitaciéon usada para el
ensayo excitara directamente al aceptor. Hasta el momento, sdélo existen cinco
proteinas fluorescentes (FPs) con un corrimiento de Stokes grande: T-Sapphire,
mAmetrine, LSSmOrange, LSSmKate y mKeima (Zapata-Hommer & Griesbeck,
2003; Kogure et al., 2006; Ai et al., 2008; Piatkevich et al., 2010; Shcherbakova et al.,
2012). De éstas, mAmetrine y T-Sapphire tienen la eficiencia cuantica (®) mas
grande (tabla 1), caracteristica que es indispensable para que un fluoréforo sea un
buen donador. De estas dos proteinas, mAmetrine presenta un corrimiento de
Stokes mayor, ademas posee un tiempo de maduracion menor y una mayor
fotoestabilidad (tabla 1), las cuales son caracteristicas deseables para cualquier
proteina fluorescente. Por lo anterior, seleccionamos a mAmetrine como el donador

del nuevo par FRET.

Tabla 1. Caracteristicas de las FPs con un corrimiento de Stokes grande.
Brillo Fotoesta-

Proteina Pi(::o de Pigo .c,ie € relativo  bilidad Maduracion
fluorescente (E);Cltac:::) (Erimlsm:m)( Tem™) @ a (s (h)e PKa®
Amax’ Amax’ EGFP
T-Sapphire 510 44,000 0.60 0.80 9 1.3 5.7
mAmetrine 45,000 0.58 0.79 10 0.8 6.2
LSSmOrange 52,000 0.45 0.69 10 2.3 5.7
LSSmKate2 26,000 0.17 0.13 25 2.5 2.7
mKeima 13,400 0.24 0.10 9 4.4 6.0
A Tiempo medio. B Tiempo medio de maduracién a 37 °C.  C pH al cual la fluorescencia disminuye un 50 % con

respecto al maximo.
2. 3. Proteina fluorescente mAmetrine
mAmetrine es una variante de la proteina verde fluorescente silvestre de la
medusa Aequorea victoria (WitGFP), obtenida mediante varias rondas de
mutagénesis al azar y sitio dirigidas (Ai et al., 2008). Tal como la wtGFP, esta

formada por 238 aminoacidos (Prasher et al., 1992) y dentro de su secuencia se

5 . . . .

Corrimiento de Stokes. Es la diferencia que existe entre la energia de los fotones absorbidos y la energia de los fotones emitidos, es
decir la separacion entre el pico del espectro de excitacion y el de emision. El corrimiento se debe a la pérdida de energia durante el
estado excitado, por eso los fluoréforos emiten a una longitud de onda mayor que la luz que absorben.
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encuentra toda la informacidon necesaria para la formacién postraduccional y
autocatalitica del cromoforo (Chalfie et al., 1994; Inouye & Tsuji, 1994).

Todas las proteinas fluorescentes tienen una estructura de barril f compuesto
por 11 hebras p antiparalelas (figura 8A), formando un cilindro compacto y casi
perfecto con dimensiones de 4.2 nm de largo y 2.5 nm de diametro (Ormé et al.,
1996; Yang et al., 1996). Ademas, poseen cuatro hélices o pequefias que cubren la
parte superior del cilindro y una hélice a. central que atraviesa el barril a lo largo,

localizando al cromoforo practicamente en el centro de la proteina (Ormd et al.,

1996; Yang et al., 1996).
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Figura 8. Estructuray espectros de fluorescencia de mAmetrine.

(A) En la parte superior se muestra un modelo de la estructura de mAmetrine con su plegamiento de barril
B. En la parte inferior se muestra el fluoréforo p-HBI formado por los aminoacidos SYG. (B) Espectros de
excitacion (morado) y emision (amarillo) de la proteina mAmetrine purificada con su correspondiente estado
de protonacion del cromaoforo.

El croméforo, tanto de mAmetrine como de la wtGFP (figura 8A, panel
inferior), es una 4-(p-hidroxibencilideno)imidazolin-5-ona (p-HBI) que se encuentra
unida al esqueleto peptidico mediante las posiciones 1 y 2 del anillo de

imidazolinona (Shimomura, 1979) y es el resultado de la ciclizacién, oxidacién y



deshidratacién espontanea de los residuos S65-Y66-G67 que estan en la hélice a
central (Cubitt et al., 1995).

Esta serie de reacciones, denominadas maduracién del cromoforo (figura 9),
suceden cuando la proteina esta a punto de alcanzar su plegamiento nativo, ya que
necesitan del reacomodo torsional del tripéptido SYG, causado por el doblamiento
de casi 80° de la hélice o (Sample et al., 2009). Estos ajustes relocalizan al carbono
del grupo carbonilo de la S65 (Cg;) cerca del nitrdgeno del grupo amino de la G67
(Ng7), lo que promueve el ataque nucleofilico del Ng; al Cg, generando asi la

ciclizacién del péptido (Craggs, 2009).
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Figura 9. Maduracion del croméforo SYG de la wtGFP.

Se muestran los pasos de la maduracion del cromdéforo SYG. Paso 1: reacomodo torsional; 2: ataque
nucleofilico; 3: ciclizacion; 4: enolizacion; 5a: equilibrio deshidratacion-hidratacién; 5b: oxidacion; 6:
deshidratacion. (Modificado de Craggs, 2009)

Posteriormente, ocurre una enolizacién, formando un intermediario no
fluorescente. Este intermediario puede ser conducido a una reaccidon de
deshidratacién o a una de oxidacién (Figura 9, reacciones 5 a y b, respectivamente).
En la primera, se crea un equilibro entre intermediarios hidratados y deshidratados.
En la segunda, la oxidacién, es el paso limitante para la maduracién del cromoforo,
ya que en ambientes anaerobios no se observa fluorescencia. Después de esta
reaccion de oxidacién, sigue una de deshidratacion la cual extiende el sistema de

electrones conjugados de la imidazolinona hasta el grupo fenol de la tirosina
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(Craggs, 2009). Cabe mencionar que el croméforo maduro sélo es fluorescente
cuando la proteina se encuentra totalmente plegada, ya que el arreglo compacto del
barril B restringe el movimiento rotacional y vibracional del croméforo durante su
estado excitado y lo protege de posibles apagadores (Seward & Bagshaw, 2009).

La wtGFP, a pH neutro, tiene dos picos de absorcion, el mas prominente esta
en 395 nm (llamado pico A) y el otro en 475 nm (pico B). Estos dos picos
corresponden, respectivamente, al croméforo en su forma neutra (el grupo de la
tirosina es un fenol) y anidnica (fenolato). Al excitar a las longitudes de onda de los
picos A o B independientemente se obtienen un picos de emision en 508 nm para el
primero y en 503 nm para el segundo (Tsien, 1998). El hecho de que el croméforo
neutro tenga una emisién parecida a la del croméforo anidnico indica que se ioniza
durante su estado excitado, por lo que la especie que emite el foton es el cromdéforo
anionico y no la neutra (Meech, 2009). Esto sucede porque durante el estado
excitado los electrones del cromdéforo se redistribuyen hacia el anillo aromatico
volviendo al grupo hidroxilo del fenol méas acido, lo que le permite ceder un protén
(Han & Zhao, 2011). A este fenédmeno se le conoce como transferencia de protones
en estado excitado (ESPT, por sus siglas en inglés).

A pesar de que mAmetrine y WtGFP poseen el mismo cromoéforo, sus
espectros de excitacion y de emisidon son distintos. Esto se debe a que los
aminoacidos del barril B que se encuentran cerca del cromdéforo modifican su
microambiente. Desafortunadamente, no se cuenta aiun con la estructura
cristalografica de mAmetrine. Sin embargo, por homologia con las estructuras
disponibles de la GFP y sus variantes se puede deducir que el corrimiento hacia la
derecha de los espectros de fluorescencia de mAmetrine se debe a una interaccion
n- de apilamiento entre el fenol de la Y66 y el anillo bencénico de la F203 y que su
gran corrimiento de Stokes (120 nm) es debido a que en el estado basal el

cromoforo esta completamente protonado (neutro) absorbiendo con un pico maximo



de 406 nm y por ESPT la especie que emite es la ionizada con un maximo de 526
nm (Ai et al., 2008).

Debido a la total separacion de sus espectros de excitacidon y de emision,
mAmetrine, se ha usado en ensayos de FRET junto con una proteina roja
fluorescente llamada tdTomato (Ai et al., 2008; Ding et al., 2011). Esta combinacién
resultd ser exitosa y la Unica que no tiene sangrado producido por la excitacion
basal del aceptor. Por lo tanto, seria deseable tener un analogo fluorescente de

AMPc con caracteristicas espectroscopicas similares a las de tdTomato.

2. 4. Dy-547: un aceptor para mAmetrine

Uno de los fluoréforos con longitudes de onda de excitacién y emision
similares a las de tdTomato es la carbocianina Dy-547 (tabla 2 y figura 10). El
fluoréforo Dy-547 (figura 10A) es un derivado sulfonatado de Cy3, por lo que tiene
cargas negativas que lo vuelven hidrofilico, ademés tiene un brillo, eficiencia
cuantica y fotoestabilidad mayor a los de Cy3 (Roy et al., 2008). Aunado a esto, Dy-
547 tiene un coeficiente de extincion molar alto, caracteristica esencial para fungir
como buen aceptor en un par FRET. Con base en lo anterior, un analogo
fluorescente de AMPc basado en Dy-547 podria ser el aceptor idoneo para el

donador EPAC-mAmetrine.

Tabla 2. Propiedades espectroscépicas de tdTomato y Dy-547.

EX}Lmax Emkmax £ i)
(nm) (nm) (M"cm™)
tdTomato 554 581 138,000 0.69
Dy-547 557 574 150,000 ~0.2

De hecho en la literatura ya existe un analogo fluorescente de AMPc con el
fluoréforo Dy-547, el cual esta unido al carbono 8 (C8) de la base nitrogenada
mediante un espaciador de 2-aminoetiltio de 4 atomos. Este fluoréforo (8-[Dy-547]-

cAMP) fue sintetizado por Kusch y colaboradores para estudiar la regulacién
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mediada por la unién de AMPc a los CNBD del canal HCN2 (Biskup et al., 2007;

Kusch et al., 2010, 2011) pero nunca antes se ha usado como un aceptor de FRET.
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Figura 10. Estructuray espectros de Dy-547 y tdTomato.

(A) En el lado izquierdo se muestra la estructura quimica de Dy-547, del lado de derecho sus espectros de
absorcion (linea discontinua) y emision (linea continua). (B) De izquierda a derecha, la estructura de la
proteina tdTomato, su croméforo (formado por los residuos MYG) y sus espectros de absorcion (linea
discontinua) y emision (linea continua).



3. JUSTIFICACION

Nuestro interés por el estudio de los CNBD radica principalmente en
determinar si existe una regulacion directa del sNHE por el AMPc, ya que esta
proteina tiene un posible CNBD en su extremo carboxilo e interacciona con la ACs,
la principal enzima productora de AMPc en el espermatozoide. Ademas, existe un
gran numero de proteinas con CNBD para las que su regulacién directa por
nucledtidos ciclicos no se ha determinado experimentalmente.

Para poder corroborar la unién entre un CNBD y AMPc, en el laboratorio,
desarrollamos el ensayo tipo FRET EPAC-CFP/8-[Fluo]-AMPc. Dicho ensayo ofrece
grandes ventajas frente a otro tipo de ensayos de unién, como un alto grado de
sensibilidad, especificidad e incluso la posibilidad de realizarlo con proteina no
purificada. Sin embargo la luz de excitacion utilizada en el ensayo excita
directamente (aunque en menor medida pero de manera significativa) al aceptor 8-
[Fluo]-AMPc, lo que implica que parte de la fluorescencia del aceptor no es debida a
FRET promovido por la interaccion.

Es por ello que decidimos optimizar el ensayo de union tipo FRET utilizando
un donador con un corrimiento de Stokes grande, el cual nos va a permitir separar
completamente el espectro de excitacién del aceptor de la luz de excitacién usada

para el ensayo.
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4. HIPOTESIS

Utilizar como donador a mAmetrine, una proteina fluorescente con
corrimiento de Stokes grande, y como aceptor al analogo fluorescente de AMPc 8-
[Dy-547]-AMPc permitira realizar un ensayo de unidén mediante la técnica de FRET

sin la contaminacién de la fluorescencia del aceptor (Dy-547) debida a su excitacién

directa.
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5. OBJETIVOS

5. 1. Objetivo General

Desarrollar un método sencillo y confiable para determinar la unién entre
nucledtidos ciclicos y dominios de uniéon a nucleétidos ciclicos mediante la técnica

de FRET intermolecular.

5. 2. Objetivos Particulares

1) Disefar y establecer el ensayo de union tipo FRET entre EPAC-Ametrine y
8-[Dy-547]-AMPc.

a. Construir los plasmidos que codifiquen para las proteinas quiméricas
conformadas por el CNBD de EPAC | y la proteina fluorescente
Ametrine.

b. Expresién y purificacion de las proteinas quiméricas en Escherichia coli.

c. Realizar el ensayo de unién tipo FRET con proteina purificada y distintas
proporciones de donador y aceptor para confirmar nuestra hipotesis.

2) Expresar la construccion EPAC-mAmetrine en la superficie de células
eucariotas para explorar la posibilidad de establecer una nueva metodologia de
cribado de alto rendimiento (“high throughput-screening”) para dominios de union a
nucledtidos ciclicos.

a. Clonar EPAC-Ametrine en el vector pDisplay, el cual tiene un péptido
sefal que permitiria a la proteina quimérica estar anclada a la membrana
y expuesta hacia el lado extracelular.

b. Confirmar la expresion de la proteina en la superficie celular.

c. Realizar el ensayo de unién en la superficie celular.
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6. METODOS

La composicién de las soluciones, medios y mezclas de reaccion, asi como
las secuencias de los oligonucleétidos y los mapas de los plasmidos se encuentran

en la seccion de informacion suplementaria.

6. 1. Preparacion de células quimiocompetentes

Se utilizé el método mejorado de preparacién de células quimiocompetentes
con CaCl, que reportaron Li y colaboradores (Li et al., 2010). Este método consiste
en picar una sola colonia de E. coli para inocular 5 mL de medio LB liquido; este
preinéculo se deja crecer a 37 °C toda la noche (12 a 14 h), con una agitacion
moderada (220-250 rpm).

Posteriormente se toman 2 mL del cultivo para inocular 200 mL de LB liquido,
y se incuba en agitacion moderada a 37 °C hasta que la densidad 6ptica a 600 nm
(ODgq) alcance un valor entre 0.4 y 0.45. Cuando el cultivo alcanza dicha densidad
Optica, se divide en 4 alicuotas en tubos Falcon (BD) estériles de 50 mL y se deja
reposar durante 5 min en hielo.

Los siguientes pasos se tienen que realizar en hielo o a 4 °C, con las
soluciones previamente enfriadas y cuidando de no calentar la muestra durante el
manejo de la misma. Se centrifuga a 1,000 g durante 5 min a una temperatura
constante de 4 °C, al terminar la centrifugacion se decanta y se resuspende el
paquete celular (“pellet”) en 20 mL de la solucion de CaCl, descrita en la seccion de
materiales. Se deja reposar los tubos en hielo durante 5 min y se repite el proceso
de centrifugacion, decantamiento y resuspensién. Se centrifugan nuevamente a
1,000 g durante 5 min a una temperatura constante de 4 °C.

Finalmente, se resuspende el pellet con 4 mL de la solucién de CaCl, para
células competentes y se preparan alicuotas de 100 pL en tubos Eppendorf de 600

uL. Las alicuotas se guardan a -70 °C.
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6. 2. Transformacion de células quimiocompetentes

Para amplificar los plasmidos se toma una alicuota de células competentes
(100 pL), se le agregan entre 30 ng y 100 ng del plasmido de interés (o 10 pyL de la
reaccién de ligacién) y se coloca en hielo 20 min. Posteriormente, se da el choque
térmico a 42 °C durante 2 min y se vuelve a colocar en hielo durante 5 min. Se le
afiaden 400 pyL de medio LB sin antibiético y se deja en agitacién moderada a una
temperatura constante de 37 °C durante una hora. Para terminar, se siembran entre
50 pL y 100 pL en placas de LB sodlido suplementado con antibiético y se incuba a

37 °C toda la noche.

6. 3. Purificacion de plasmido por lisis alcalina (miniprep)

Se inocula una colonia de bacterias previamente transformadas con el
plasmido de interés en 3 mL de medio LB liquido con ampicilina. El cultivo se deja
toda la noche (14-16 h) a temperatura y agitacién constante (37 °C, 250 rpm).

A la mafana siguiente, se centrifuga el indculo en una microcentrifuga durante
5 min a 4,000 g. Se descarta el sobrenadante y se realiza el protocolo rapido de
GeneJET Plasmid Miniprep kit (Thermo Scientific) como se dicta a continuacién. Se
resuspende la pastilla celular (“pellet”) en 250 pL de la solucién de resuspension
hasta obtener una mezcla homogénea. Se afiaden 250 pL de la solucion de lisis y se
mezcla cuidadosamente invirtiendo el tubo de 4 a 6 veces (hasta que la solucién se
vuelva viscosa e incolora).

Inmediatamente después, se afladen 350 pL de la solucién de neutralizacién y
se mezcla por inversion. La muestra se centrifuga a 12,000 g durante 5 min para
eliminar los restos celulares y se trasfiere el sobrenadante a una columna del kit. Se
centrifuga un minuto a 12,000 g y se descarta la solucién que pasa a través de la
columna. Se hacen dos lavados con 500 pL de solucién de lavado (etanol al 70%
v/V) y se centrifuga a 12,000 g. Es de extrema importancia realizar una centrifugacion

adicional para eliminar el etanol residual presente en la solucion de lavado.



Para resuspender el plasmido, se coloca en la columna 50 pL de agua mili-Q
a 50 °C, dejandola incubar durante 2 min. Se coloca la columna en un tubo
Eppendorf de 1.5 mL nuevo y se centrifuga a 12,000 g durante 2 min. La muestra se

almacena a -20 °C.

6. 4. PCR

En este trabajo se utilizaron las DNA polimerasas Vent (NEB) y Phusion
(Thermo Scientific). La primera se usé para obtener DNA de doble cadena de un
tamano menor a 1,500 pares de bases (pb), mientras que la segunda se utilizd para
productos de mayor tamano y para las mutaciones sitio dirigidas. Se utilizaron los
protocolos recomendados por el fabricante. La composicién de las mezclas de
reaccién, asi como las condiciones empleadas se encuentran en la seccién de
informacién suplementaria. Todas las reacciones se prepararon en hielo en tubos de

polipropileno de pared delgada especiales para PCR de 200 pL.

6. 5. Electroforesis de DNA en gel de agarosa

Se prepara una solucion con 1 % de agarosa con amortiguador TAE. Se
calienta la mezcla 45 s en el microondas a maxima potencia, se agita con
precaucién hasta que la agarosa esta completamente disuelta y se deja enfriar hasta
que alcance una temperatura entre 50 °C-55 °C. Se agrega bromuro de etidio
(Sigma-Aldrich, stock 10 mg/mL) para llegar a una concentracion final de 0.5 pg/mL
y se vierte en el dispositivo previamente armado para que gelifique.

Ya gelificado, se retiran los peines que dan lugar a los pozos y el gel se
coloca dentro de la camara de electroforesis, la cual se llena con amortiguador TAE.
En los pozos se cargan entre 6 a 10 pyL de la muestra (disuelta en amortiguador de
carga para gel de agarosa) y la electroforesis se realiza aplicando un potencial
eléctrico constante de 80 V. Como el gel se encuentra preteflido con bromuro de

etidio, se puede observar la separacion de las bandas si se excita con luz UV o azul.

47



48

6. 6. Aislamiento de DNA a partir de un gel de agarosa

Se corta la banda de interés del gel de agarosa y se coloca en un tubo
Eppendorf de 1.5 mL. Se afaden 3 volumenes del amortiguador QG (solucion
tomada del kit de Qiagen QIAquick) por volumen de gel y se incuba a 55 °C durante
10 min o hasta que el gel se encuentre completamente disuelto.

Ya disuelto se ahaden 10 pL de acetato de sodio 3 M para mantener el pH. Se
anade un volumen de isopropanol y se coloca la muestra en una columna del kit
GeneJET, se centrifuga a 12,000 g durante un min. Se descarta la solucién del tubo
colector, se agregan 750 pL de solucion de lavado del kit GeneJET a la columna y la
muestra se centrifuga nuevamente durante un min. Se realiza una centrifugacién
adicional para remover completamente la solucién de lavado.

Para eluir el plasmido se coloca la columna dentro de un tubo Eppendorf de
1.5 mL y se le agregan 50 pL de H,O mili-Q. Se incuba durante dos min a 60 °C y
finalmente se centrifuga a 12,000 g durante 2 min para obtener el fragmento ya

purificado de DNA.

6. 7. Digestion con enzimas de restriccion

Todas las reacciones se realizaron a 37 °C durante ~4 h y con un volumen
final de 50 pL o 100 pL, utilizando los amortiguadores sugeridos por el fabricante
(ver informacion suplementaria). Como sustrato se utilizaron entre 600 y 1000 ng de
DNA para aislar los fragmentos para su posterior ligacién y para corroborar las

ligaciones por patron de restriccion se usé entre 100 — 300 ng.

6. 8. Purificacion de DNA en columna de silica

Se utiliza el kit DNA clean & concentrator ™ -5 (Zymo) de la siguiente manera:
Se agregan 5 volumenes del amortiguador de unién por un volumen de reaccion, se
mezcla vigorosamente en el vortex y se transfiere la muestra a una columna del kit.

Se centrifuga durante 30 s a 13,000 g y se descarta la soluciéon del tubo

colector. Se afiaden 200 pL de amortiguador de lavado, se centrifuga durante 30 s 'y



se descarta la solucion del tubo colector, el paso de lavado se repite una vez mas.
Se agregan directamente a la columna 15 pL de agua a una temperatura de 60 °C y
se transfiere la columna a un tubo Eppendorf de 1.5 mL. Se centrifuga durante 30 s

mas para obtener la muestra purificada y concentrada.

6. 9. Ligacion de fragmentos de DNA

La reaccién de ligacion de extremos cohesivos entre el vector y el inserto se
realiza con una proporcion de 1:5, utilizando aproximadamente 30 fmoles de vector
(~75 ng) en un volumen final de 30 pL. Se incuba a 16 °C durante toda la noche (12-
14 h). Posteriormente, se transforman células de E. coli competentes de la cepa

JM109(DE3) o DH5a. segun sea el caso con 10 o 15 pL de la reaccion.

6. 10. Mutagénesis sitio dirigida

Se usa una estrategia similar a la del kit QuickChange (Stratagene), pero
utilizando la DNA polimerasa Phusion y células competentes caseras de las cepas
JM109(DES3). El disefio de los oligonucledtidos difiere en que son sélo parcialmente
complementarios, es decir, los oligonucleétidos sélo hibridan entre ellos en la parte
5’, esto con el fin de evitar la dimerizacién entre los oligonucleétidos a temperaturas
elevadas (Zheng et al., 2004). Es importante que las bases que se desean mutar se
coloquen a la mitad de la parte complementaria de los oligonucleétidos.

Para mutar los plasmidos se realizan las PCR con la enzima Phusion usando
como templado plasmido metilado (purificado de cepas de E. coli con genotipo
Dam* Dcm*) y los oligonucleétidos disefiados para cada mutacién; como control se
realiza una reaccion con la misma cantidad de templado pero sin DNA polimerasa.
Se realiza una electroforesis en gel de agarosa para verificar la amplificacion y se
purifica el DNA mediante columna de silica (también el del control).

El DNA obtenido se digiere con la enzima de restriccién Dpnl para eliminar el

plasmido que usamos de templado y que no porta la mutacion. Se vuelve a purificar
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por columna y se transforman células competentes de E. coli con el control y con el
DNA mutado y al siguiente dia se comparan las placas.

Si en la placa del control no crecieron colonias o hay por lo menos 3 veces
menos que en la placa del plasmido mutado se pican colonias al azar de este Ultimo
y se pone un inéculo de cada una en 3 mL de LB con antibiético. Los in6culos se
dejan en agitacion a 37 °C durante una noche y a la mafana siguiente se realiza el
Miniprep de cada uno para mandar a secuenciar el plasmido y asi corroborar si la

mutagénesis fue exitosa o no.

6. 11. Seleccion de colonias positivas

Si se transformd la cepa JM109(DE3) con plasmidos que contengan el
promotor T7, un sitio de unién a ribosoma (RBS) y alguna proteina fluorescente, se
puede seleccionar la colonia dependiendo del espectro de fluorescencia de la
proteina fluorescente en cuestién. Para ello se seleccionan de dos a cinco colonias
fluorescentes para inocularlas por separado en 3 mL de LB liquido, y paralelamente
se estrian las posibles candidatas en una caja Petri con medio LB sodlido
suplementado con antibiético. El inéculo se incuba toda la noche a 37 °C con
agitacion moderada. Al dia siguiente se adquiere el espectro de emision de cada

indculo y asi se corrobora si pertenece a la construccién deseada.

6. 12. Expresion de proteina
Se transforman bacterias E. coli de la cepa BL21(DE3) o JM109(DE3) con la

construccion de interés segun el protocolo descrito anteriormente. Por
recomendacion del Dr. Takeharu Nagai, se inocula una sola colonia en 100 mL de
LB liquido suplementado con antibiético y sin IPTG. Se deja crecer el cultivo en
agitacion moderada durante 4 dias a 20 °C, finalizado este tiempo se deja incubado
a 4 °C en agitacion durante 1 o 2 horas. Posteriormente, el cultivo se traslada a dos

tubos Falcon de 50 mL y se centrifuga a 2,500 g durante 20 min a una temperatura



constante de 4 °C. Se decanta el sobrenadante y la pastilla con las células se puede

almacenar a -20 °C.

6. 13. Purificacion de proteina

Todos los pasos se tienen que realizar en hielo o a 4 °C, con las soluciones
previamente enfriadas y cuidando de no calentar la muestra durante el manejo de la
misma. La pastilla formada por la previa centrifugaciéon del cultivo se resuspende
con 2 mL de solucién de lavado. Se centrifuga a 2,500 g durante 20 min a una
temperatura constante de 4 °C y el paso de centrifugacién y lavado se repite tres
veces, en el Ultimo lavado se resuspenden las células con la solucion para
sonicacion y se agregan 40 pL del coctel de inhibidor de proteasas cOmplete
(Roche).

La muestra se divide a la mitad en dos tubos Eppendorf de 1. 5 mL. Se
rompen las células con 3 pulsos de sonicacién a 20 kHz con una potencia acustica
entre 20 — 35 W y con una duracion de 50 s (dejando 1 min de descanso entre cada
uno), cuidando de no hacer espuma. Se centrifuga la muestra a 20,000 g durante 30
min, a una temperatura constante de 4 °C. Se recupera el sobrenadante (proteina

soluble) en tubos Eppendorf de 1.5 mL y se coloca en hielo o a 4 °C.

6. 13. 1. Cromatografia de afinidad a Ni**

Se prepara la columna de purificacion con 1 mL de Ni-NTA Superflow
(Qiagen); cuando la resina con niquel se encuentre bien empaquetada se equilibra
con 5 mL de la solucién S1. Se afiade la proteina soluble y posteriormente 3 mL de
solucién S1, después se lava la proteina inespecifica con 4 mL de solucién S2 y se
eluye con 3 mL de la solucién S3 de tal forma que se produzcan fracciones de

aproximadamente 200 pL.
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6. 13. 2. Dialisis

Para quitar el NaCl y el imidazol de las proteinas purificadas se dializaron en
un amortiguador de Tris HCI 10 mM con una membrana de celulosa (Pierce Thermo
Scientific) con un tamafno molecular de corte de 10 kDa (10K MWCO) y 16 mm de
didametro. Se cortan ~8 cm de membrana seca para cada muestra. Las membranas
se lavan con agua destilada y EDTA, calentandolas hasta que hierva, se hace un
segundo lavado pero sélo con agua destilada y se deja hervir.

Posteriormente se enjuagan en agua tetradestilada sin calentar. Se hace un
nudo firme en uno de los extremos y se coloca la muestra (~1 mL) a dializar, se hace
un segundo nudo dejando un poco de espacio entre éste y la muestra para que
pueda flotar y no se rompa por la presion osmética.

La membrana con la muestra se coloca en un recipiente con amortiguador de
didlisis en un volumen 1000 veces mayor al de la muestra y se deja en agitacién
durante tres horas a 4 °C; el amortiguador se cambia por lo menos 5 veces. En el
ultimo cambio, la muestra se puede dejar toda la noche en agitacién y a 4 °C. A la

manana siguiente se recupera la muestra y se guarda a 4 °C.

6. 14. Cuantificacion de proteina
6. 14. 1. Espectrofotometria de absorcion en el rango de luz visible

Utilizando una celda de cuarzo con una longitud de paso éptico (b) de 1 cm, el
valor del pico de absorbancia (A) en el rango de luz visible y los coeficientes de
extincion molar (¢) reportados (tabla 3) se determinan las concentraciones (c) de los

fluoréforos mediante la ley de Beer-Lambert descrita en la siguiente ecuacion.

A = €bc (10)



Tabla 3. Caracteristicas reportadas de los fluoréforos utilizados en este trabajo.

Abs, Em, _ e o Brillo®
(nm) (nm) (M"em™) (mM™'cm™)
mECFP* 451 (435) 475 (496) 32,500 0.37 12
mAmetrine** 406 526 45,000 | 35,000 0.58 26 | 20
mAmetrine 1.2 408 525 31,000 0.6 19
8-[Fluo]-AMPc 492 508 79,000 0.8 63
8-[Dy-547]-AMPc 553 564 150,000 ~0.2 30

* Todas las variantes de CFP tienen dos picos de absorcién y de emision, entre paréntesis se muestra la A segundo pico.
**. Estan reportados dos valores de & para mAmetrine por el mismo laboratorio que la cred (Ai et al., 2008; Ding et al., 2011).
AEs el producto de & por ®.

6. 14. 2. Método de Lowry

La cuantificacion se realiza empleando el kit RCDC protein Assay (BioRad). En
tubos Eppendorf de 1.5 mL se pipetean 25 pyL de muestra. Se agregan 125 pL de
reactivo |, se mezcla con el vértex y se deja incubando un min a temperatura
ambiente. Pasado ese tiempo se agregan 125 pL de reactivo Il, se mezcla
vigorosamente con el vortex y se centrifuga la muestra a 15,000 g durante 5 min. Se
descarta el sobrenadante por inversion.

Al pellet formado se le agregan 127 pL de reactivo A’, se incuba durante un
periodo de 5 min a temperatura ambiente, posteriormente se mezcla utilizando un
vortex y se afiade un mL de reactivo B. Se incuba durante 15 min a temperatura

ambiente y se mide la absorbancia a una longitud de onda de 750 nm.

6. 15. Electroforesis en geles desnaturalizantes de poliacrilamida
(SDS-PAGE)

Se prepara un gel de poliacrilamida al 10 % de 0.75 mm de grosor con el
peine y vidrios pertinentes del sistema de electroforesis mini-protean de BioRad. Las
muestras se preparan con 3 pg de proteina y el buffer de cargado, se hierven
durante 10 minutos. Cuando los geles estan totalmente polimerizados se cargan con
la muestra preparada y la electroforesis se realiza aplicando un potencial eléctrico

de 100 V durante aproximadamente una hora.
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Los geles se tifien dejandolos 30 minutos en la solucion de Coomassie.
Posteriormente se cambia el gel a una solucién para destefir y se deja incubando 30
minutos, se vuelve a cambiar la solucion para destefir hasta lograr apreciar

correctamente las bandas.

6. 16. Dicroismo circular

Para tomar los espectros de dicroismo circular (CD) en el rango de UV lejano
es necesario utilizar muestras dializadas en Tris HCI 10 mM vy diluirlas a una
concentracion de 0.3 mg/mL. Los datos de los espectros se adquieren cada 1 nm
desde 190 nm a 260 nm con un tiempo de adquisicidon de 2 s por punto en un
espectropolarimetro Jasco J-715 (JASCO Analytical Instruments) utilizando una

celda de cuarzo con un paso 6ptico de 0.1 cm y 300 pL de muestra.

6. 17. Adquisicion de los espectros de fluorescencia

Los datos de los espectros de fluorescencia de los fluoréforos (100 nM) se
adquieren cada 1 nm con un tiempo de adquisicion de 0.4 s por punto en un
espectrofluorémetro Aminco SLM 8000 con una lampara de xenén UXL 450S-O
(Ushio, Japon) utilizando una celda de cuarzo de 1 mL. Para adquirir los espectros
de fluorescencia de mAmetrine, EPAC-mAmetrine, EPAC-mAmetrine1.2 y EPACg,70e-
mAmetrine 1.2 se utilizan longitudes de onda muy cercanas de los picos, es decir
para obtener el espectro de excitacién se fija en 525 nm la longitud de onda de
emisién y para obtener sus espectros de emision se fija en 406 nm la longitud de
onda de excitacion.

Para obtener los espectros excitacién de EPAC-CFP, 8-[Fluo]-AMPc y 8-[Dy-
547]-AMPc se fija en 485 nm, 515 nm y 585 nm la longitud de onda de emision,
respectivamente. Y para los espectros de emision se fija la luz de excitacion en 425
nm, 480 nm y 525 nm. Adicionalmente se toman los espectros de emisién de los

fluordforos utilizando la longitud de onda de excitacion del ensayo de unién, es decir



440 nm para EPAC-CFP/8-[Fluc]-AMPc y 406 nm para EPAC-Ametrine/8-[Dy-547]-
AMPc.

6. 18. Ensayo de union en solucion y por espectrofluorometria

El ensayo de unién tipo FRET se realiza en celdillas de cuarzo (45 pL) o de
poliestireno (2 mL) para fluorimetria (Sigma), utilizando distintas proporciones de
donador:aceptor (1:2, 1:5, 1:10), siendo siempre la concentracién de donador 50 nM.
Para cada ensayo se toman los espectros de emision individuales del buffer,
donador, aceptor, donador en presencia del aceptor (condicién de FRET) y por
ultimo, el espectro del donador, mas aceptor y competidor (condicién sin FRET).
Como competidor se utiliza al analogo no fluorescente de AMPc 8-CPT-AMPc
(BioLog) a una concentracion 100 veces mayor que la del aceptor. Para los ensayos
de unién con construcciones de CFP se utiliza una luz de excitacién de 440 nm y

con las de mAmetrine 406 nm.

6. 19. Cultivo celular

Se mantienen en cultivo células de ovario de hamster chino (CHO) en cajas
Petri de 35 mm de diametro y con 3 mL del medio ADMEM suplementado dentro de
una incubadora VWR Scientific 2100 a 37 °C y 5 % de CO,. Las células se
resiembran cada 48 h de acuerdo al siguiente protocolo.

Se aspira el medio de cultivo; las células pegadas se lavan con 3 mL de PBS
(Gibco, Invitrogen); se retira el PBS mediante succién; se despegan las células con 1
mL de tripsina (TryPLE™ Express, Gibco, Life Technologies), se dejan incubando a
37 °C durante 1 min y se comprueba que se hayan despegado mediante
observacién con un microscopio éptico invertido Nikon Eclipse TS 100. En el caso
de gue no se encuentren en suspension se dan ligeros golpes con el dedo indice a la
caja y se dejan incubando no mas de 2 min en total.

La reaccion de la tripsina se bloquea con medio ADMEM suplementado; se

resuspenden las células 30 veces con una pipeta. Si el pase se hizo soélo para
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mantener la linea, se toman 200 pL de la suspensién, se colocan en una caja Petri
nueva de 35 mm, se mezcla cuidadosamente y se meten las cajas a la incubadora.
En el caso de que el pase se haya realizado para la posterior transfeccion de
las células se toman 125 pL de la suspension y se coloca esa cantidad en cada pozo
de las cajas Petri de 35 mm de diametro con separaciones (4 pozos) y fondo de
vidrio (In vitro Scientific). Para terminar se agregan 500 yL de DMEM suplementado,

se agita sutilmente la caja sobre la mesa y se dejan en la incubadora.

6. 20. Transfeccion de células CHO

La transfeccion se realiza ~24 h después del pase cuando las células estan en
una confluencia de aproximadamente 60 % (~800 células/mm?). Primero, se prepara
en un tubo estéril de poliestireno una solucién que contenga 100 yL de ADMEM sin
suero, 6 pL del reactivo PLUS™ (Gibco, Life Technologies) y 1 pug del plasmido a
transfectar; se mezcla cuidadosamente y se deja incubando 15 minutos. Después
del tiempo de incubacién se le agregan 7 pL de lipofectamina (Invitrogen) y se deja
incubando la mezcla durante 15 minutos mas.

Mientras tanto se succiona el medio de las cajas que contienen las células a
transfectar, se lavan con 500 pyL de PBS sin suero y se vuelve a aspirar el medio.
Réapidamente se agregan 900 uyL de ADMEM sin suero al tubo con la mezcla de
plasmido-lipofectamina y de ahi se toman 250 pL para cada pozo de una caja Petri.
Se incuban las cajas a 37 °C y 5 % de CO, durante 5 h.

Pasado este tiempo se aspira el medio y se agrega 1 mL de medio ADMEM
sin suero a cada pozo, se vuelve a aspirar el medio y se agregan 500 yL de ADMEM
suplementado (suero + antibidticos). Las células transfectadas se dejan incubando a

37 °C, 5 % CO, durante 48 h para poder usarlas.



6. 21. Ensayo de union con microscopia FLIM

Las mediciones del tiempo de vida media de la fluorescencia (z) se realizan en
el sistema de microscopia Marianas de disco giratorio Yokogawa CSU-W1 con
mddulo de FLIM (Intelligent imaging innovations, 3i). Este sistema cuenta con un
microscopio invertido Zeiss acoplado a una camara ICCD Pi-Max®4-1024i-RF
(Princeton instruments), la cual es capaz de medir el tiempo de vida media en el
dominio de frecuencia.

Se utiliza un objetivo Zeiss plan apocromatico para aceite de inmersién con
una magnificacion de 63x y una apertura numérica de 1.4. Para obtener una luz de
excitacién modulada se usa un laser de diodo de 405 nm y de 445 nm para los
ensayos con mAmetrine y CFP, respectivamente. Se emplean filtros pasabanda de
emisién FF01-525/30 para mAmetrine y 482/35 para CFP.

La calibracién del equipo se hace con HPTS, el cual es un compuesto
fluorescente con un 7 estable y caracterizado (= 5.4 ns). Todas las imagenes
adquiridas se analizan con el programa Slide Book Digital Microscopy Software.

Los ensayos se realizan en solucién y con las células transfectadas de la
siguiente manera: Se mide la 7 del donador (zp) en las siguientes condiciones:
donador, donador en presencia del aceptor (condicion de FRET) y donador +
aceptor + competidor (para estos experimentos usamos AMPc a una concentracion
1,000 veces mayor que la del aceptor; esta es una condicién donde no hay FRET, ya

que el AMPc desplaza a los andlogos fluorescentes del sitio de union).

6. 21. 1. Con proteina purificada

Para los ensayos en solucién se preparan 100 yL de las muestras para cada
condicion a distintas proporciones de donador:aceptor (1:1, 1:2, 1:5, 1:10) en tubos
independientes. Se coloca una gota de 30 pyL de la muestra en el centro de un

cubreobijetos, el cual se sitla sobre el objetivo con aceite de inmersion.
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6. 21. 2. En células de cultivo que expresan las proteinas en su superficie.

En el caso del ensayo de unién en células transfectadas primero se aspira el
medio en el que se encuentran para colocar 500 pL de medio de registro en cada
pozo (PBS, pH ~7.6). Se toma la imagen en esta condicién (i. e. sélo donador).
Después se quitan 100 pL del medio y en su lugar se ponen 100 pL de una solucién
de PBS con el aceptor a una concentracion de 20 uM y se mezcla cuidadosamente
para que quede una concentracién final de 4 uM de aceptor, se toma la imagen en
esta condicién (i. e. donador + aceptor, condicion con FRET). Para tomar la imagen
con el competidor (condiciéon sin FRET) se succionan 100 pL del pozo que se
sustituyen con 100 pL de una solucion de PBS con aceptor (20 pM) y con

competidor (AMPc 20 mM).

6. 22. Ensayos de apagamiento (“quenching”) por Cu**

El apagamiento de la fluorescencia de las FPs con Cu®* se realizd en solucion
con proteinas purificadas y con las células transfectadas. Para el primero se midioé
en el espectrofluorometro el cambio en la intensidad de fluorescencia en presencia y

ausencia de Cu?. Para el ensayo en células transfectadas se midié el decremento en

la 7 del donador. Se utiliz6 CuSO, a una concentracién final de 8 mM u 800 pM.



7. RESULTADOS

7. 1. Desarrollo del ensayo de union entre EPAC-Ametrine y 8-[Dy-
547]-AMPc

Hasta el momento existen reportadas dos variantes de la proteina mAmetrine,
la primera versién estd denominada como mAmetrine (Ai et al., 2008) y la segunda
mAmetrine 1.2 (Ding et al., 2011). La primera es ligeramente mas brillante que la
segunda debido a que su coeficiente de extincion molar es mas alto (ver tabla 3). Sin
embargo, la variante mAmetrine 1.2 es menos proclive al fotoblanqueo y su
eficiencia cuantica es mayor que la de su predecesora. Aungue el uso de mAmetrine

1.2 parecia mas prometedor, decidimos usar ambas variantes para comprobarlo.

7. 1. 1. Preparacion de los plasmidos que codifican para las quimeras
EPAC-mAmetrine y EPAC-mAmetrine 1.2
Utilizamos los plasmidos mAmetrine-pRSETb (preparado por M. en C.
Yoloxoéchitl Sanchez-Guevara) y pBAD-mAmetrine 1.2 (Addgene #42171) para
construir las proteinas quiméricas formadas por el CNBD de EPAC | unido al
extremo amino de las proteinas fluorescentes mAmetrine y mAmetrine 1.2 (desde
ahora me referiré a las construcciones como EPAC-mAmetrine y EPAC-mAmetrine
1.2 respectivamente). Para el disefio de las construcciones (ver figura suplementaria
1y 2) se utilizé6 como base al plasmido EPAC-CFP-pRSETb (los mapas de todos los
plasmidos usados en este trabajo se encuentran en la informacién suplementaria).
Este plasmido es derivado del vector pRSETb (Invitrogen), en el cual, bajo el
promotor de la RNA polimerasa del fago T7 y un sitio de unién a ribosoma (RBS),
esta la secuencia que codifica para la proteina quimérica compuesta por una
etiqueta de 6 histidinas en el extremo amino (6H), el CNBD de la proteina EPAC | de
humano y CFP en el carboxilo; el origen de replicacién del plasmido es derivado de
pUC, por lo que es un plasmido de alto nimero de copias (500-700 copias/célula)

(Lin-Chao et al., 1992). La secuencia que codifica a CFP se encuentra flanqueada
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por los sitios de restriccién BamHI y Hindlll, por lo que disefiamos oligonucledtidos
especificos (la lista de los oligonucledtidos y sus secuencias se encuentra en la
informacién suplementaria) para amplificar y afadir los sitios de restricciéon mediante

PCR al extremo 5’ y 3’ de los genes de mAmetrine y mAmetrine 1.2 (figura 11).

pb

Figura 11. Insercion de los sitios de restriccion BamHI y Hindlll mediante PCR.

Se muestra la electroforesis en gel de agarosa 1% de los productos de PCR de mAmetrine (A) y
mAmetrinel.2,(A1.2) obtenidos con los oligonucleétidos Tak 178F y Tak 90R, los cuales afiaden en los
extremos 5’ y 3’ los sitios de restriccion BamHI y Hindlll respectivamente. Al igual que los genes de la
mayoria de las proteinas fluorescentes, su secuencia es de aproximadamente 750 pb.

Una vez purificados los productos de PCR, realizamos la reaccion de
digestion con las enzimas BamHI y Hindlll. Paralelamente digerimos con las mismas
enzimas el plasmido EPAC-CFP-pRSET y aislamos la banda de ~3,300 pb
correspondiente al vector lineal mas el CNBD de EPAC | (figura 12). Se realiz la
ligacion de los extremos pegajosos del vector y mAmetrine, se transformo la cepa
de E. coli JM109(DE3) con el plasmido circularizado y realizamos el mismo
procedimiento con mAmetrine 1.2.

Para seleccionar las colonias positivas tomamos ventaja del uso de las

proteinas fluorescentes (ya que cada una tiene un espectro de emisioén particular)



que se producen gracias a la expresién basal del gen de la RNA polimerasa del
bacteriéfago T7 (RNAP-T7). Este gen se encuentra en el cromosoma bacteriano de
las cepas (DE3) y su transcripcion esta regulada mediante el represor lac, que evita
su transcripcién masiva en ausencia del inductor, aunque permite un nivel basal de
transcripcion. Aun una baja expresién de la RNAP-T7 permite la transcripciéon
especifica desde el promotor T7, por lo que se expresan también de manera
constitutiva los genes que se encuentren bajo este promotor (Studier & Moffatt,
1986). Como nosotros estamos usando un plasmido de alto nimero de copias con
los genes de interés bajo el promotor T7, se produce la suficiente cantidad de
proteina quimérica en ausencia de inductor, por lo que las colonias de las placas

son fluorescentes.
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Figura 12. Electroforesis en gel de agarosa del plasmido EPAC-CFP-pRSET y de los productos de
PCR EPAC-mAmetrine y EPAC-mAmetrine 1.2 digeridos con las enzimas de restriccion BamHI y
HindlIl.

En el panel de la izquierda se muestra la electroforesis en gel de agarosa al 0.75% del plasmido EPAC-
CFP-pRSET sin digerir (EC-pRSET No Dig.), digerido (EC-pRSET Dig.) y el fragmento EPAC-mAmetrine
digerido y purificado de gel de agarosa (~750 pb; EA Dig. Purif.). En el panel de la derecha se muestra la
electroforésis en gel de agarosa al 1% de EPAC-mAmetrinel.2 digerido y purificado (~750 pb; EA1.2 Dig.
Purif.), el plasmido EPAC-CFP-pRSET digerido y la banda que corresponde al vector pRSETmas el CNBD
de EPAC aislado (3,300pb; pRSET-EPAC Dig. Purif.).
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Con base en lo anterior, picamos 5 colonias al azar de cada construccién e
inoculamos por separado 3 mL de LB liquido suplementado con antibidtico. A la
mafana siguiente, adquirimos el espectro de emisiéon de cada cultivo para poder
diferenciar entre las colonias negativas (EPAC-CFP) y las que poseyeran las
construcciones con mAmetrine y mAmetrine 1.2 (figura 13). Obtuvimos entre el 70 y
80 % de colonias positivas segun su espectro de emision, de ahi elegimos a dos de
los cultivos de cada construccién para extraer el DNA plasmidico y mandarlo

secuenciar para garantizar completamente que fuera la construccién correcta.
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=] = 0.03

0.007
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500 530 560 460 490 520 550
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Figura 13. Seleccién de colonias positivas mediante fluorescencia.

En el panel A se muestran las colonias fluorescentes de E. coli JM109(DE3) transformadas con la reaccion
de ligacion, podemos ver su fluorescencia debido a que estan siendo irradiadas sobre un transiluminador
DarkReader™ que emite en un rango de 400 a 500 nm. El panel B muestra colonias de EPAC-CFP y EPAC-
mAmetrine reestriadas en una caja Petri con LB sélido, es dificil discernir a simple vista entre colonias que
expresan EPAC-CFP y EPAC-mAmetrine. Los paneles C y D corresponden a los espectros de emision de
los cultivos inoculados. (U. A. F. = unidades arbitrarias de fluorescencia).



7. 1. 2. Expresion de las proteinas quiméricas

Se transformaron las células de las cepas de expresion BL21(DE3) o
JM109(DE3) de E. coli con los plasmidos de las construcciones EPAC-mAmetrine,
EPAC-mAmetrine 1.2 y EPAC-CFP, este ultimo se utilizd como control ya que esta
proteina quimérica ya ha sido expresada y cuantificada con éxito en el laboratorio.

La expresion de las tres proteinas se logré con éxito, ya que tanto el cultivo liquido

como las pastillas formadas después de su centrifugacion eran fluorescentes (figura

14),

"

-
Cultivo liquido de E. coli "Pellet" de E. coli EPAC-mAmetrine Purificacion de EPAC-
JM109(DE3) transformada JM109(DES3) clarifcada mAmetrine1.2 mediante
con EPAC-mAmetrine- expresando cromatografia de afinidad
pRSET EPAC-mAmetrine aNi”

Figura 14. Seguimiento de la expresion y purificacion de las proteinas quiméricas mediante
fluorescencia.

Se muestran fotografias de los diferentes pasos de la purificacion de las proteinas quiméricas EPAC-
mAmetrine y EPAC-mAmetrine 1.2. Las imagenes inferiores muestran la fluorescencia de las quimeras,
como fuente de iluminacién se utilizaron LEDs, las primeras tres fotografias fueron iluminadas con uno UV

de 405 nm y la dltima con el LED “Royal Blue” (emite en un rango de 400 — 500 nm, con un maximo en 445
nm).

La purificacion se llevé a cabo mediante una cromatografia de afinidad a Ni*,
ya que las proteinas quiméricas poseen una cola de seis histidinas (6H) en su
extremo amino. Al igual que en la expresion, en el proceso de purificacion se pudo

observar la fluorescencia de las quimeras (figura 14). Para validar la cuantificacién de
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proteina mediante la espectrofotometria de absorcién en el rango de luz visible
utilizando el maximo de absorcién de las proteinas fluorescentes, también

determinamos la concentracion de las proteinas quiméricas mediante el método de

Lowry (figura 15).
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Figura 15. Comparacion de los métodos utilizados para medir la concentracion de las proteinas
quiméricas.

Se muestran las concentraciones promedio con sus desviaciones estandar de distintos lotes de proteinas
purificadas (n=4; prueba t de Student, *P<0.05).

Observamos que para las proteinas EPAC-CFP y EPAC-mAmetrine 1.2 no
habia diferencia significativa entre la concentracion obtenida por ambos métodos.
Sin embargo, para EPAC-mAmetrine la discrepancia entre los valores obtenidos fue
significativa, posiblemente debido a una maduracion incompleta del fluoréforo.

Para evaluar la calidad de las proteinas purificadas realizamos una
electroforesis en geles desnaturalizantes de poliacrilamida (figura 16), donde se
observa una Unica banda del peso molecular esperado de las tres proteinas (~47

kDa) en los carriles correspondientes a la fraccién purificada.



kDa EPAC-CFP EPAC-mAmetrine kDa EPAC-mAmetrine 1.2

1 127 9 iRl 9 P P
~180 »»
- ~130 w—
~130%. ~100 -
‘ o« ~70 - | —
~100 e ; ~55 - -—
70 e -

~55 - ~35 - —- -
el ~25 -

~40

~3 - ‘ ~15 - — —

Figura 16. Geles de electroforesis desnaturalizante SDS-PAGE de las proteinas quiméricas EPAC-
CFP, EPAC-mAmetrine y EPAC-mAmetrinel.2.

En el gel de la izquierda se muestra la expresion en la cepa BL21(DE3) de EPAC-CFP y EPAC-mAmetrine,
mientras que el de la derecha corresponde a la expresion y purificacion de EPAC-mAmetrinel.2 en la cepa
JM109(DE3). Los carriles con el numero 1 corresponden a la proteina que no se pego a la columna, el 2 a
la proteina que se despegd con la solucién alta en sales (S1, 300 mM NaCl), el 3 a la proteina que se lavo
con la solucién con baja concentracion de imidazol (S2, 50 mM de imidazol) y P a la proteina purificada
eluida con 250 mM de imidazol.

7. 1. 3. Determinacion de los espectros de fluorescencia

Una vez purificadas, caracterizamos los espectros de fluorescencia de las
proteinas quiméricas EPAC-mAmetrine y EPAC-mAmetrine 1.2 (figura 17) y del
analogo fluorescente 8-[Dy-547]-AMPc (figura 18). Los espectros de la quimera
EPAC-CFP y 8-[Fluo]-AMPc ya habian sido caracterizados en el laboratorio y se
muestran en la figura suplementaria 3.

Los espectros de fluorescencia de las proteinas mAmetrine y sus derivados
son muy caracteristicos ya que no siguen la regla de la imagen especular, la cual
indica que el espectro de emision es la imagen especular del espectro de excitacion.
La regla de la imagen de espejo se explica por la casi idéntica separacion entre los
niveles vibracionales del SO y el S1 (porque sus geometrias son muy parecidas) en
moléculas rigidas. Esto no sucede para mAmetrine y sus variantes debido a que
cuando el cromoforo absorbe se encuentra protonado (su cromoéforo es neutro),
pero al emitir se ioniza, por lo que se trata de dos especies diferentes cada una con

sus geometria de SOy S1.
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Figura 17. Espectros de fluorescencia de EPAC-mAmetrine y EPAC-mAmetrinel.2

Se muestran los espectros de excitacion (morado) y emision (amarillo) de las proteinas quiméricas EPAC-
mAmetrine (lineas discontinuas) y EPAC-mAmetrinel.2 (lineas solidas). La gréafica representa claramente el
gran corrimiento de Stokesque poseen estas proteinas fluorescentes, ya que sus picos estan separados

121y 114 nm, respectivamente.

Comparando los espectros de las quimeras con los reportados para
mAmetrine y mAmetrine 1.2, observamos que el pico de excitacion de EPAC-
mAmetrine coincidié con el reportado (406 nm), pero su pico de emision se recorrid
1 nm hacia la derecha (de 526 nm a 527 nm). En el caso de mAmetrine 1.2, el pico
de excitacion se recorrid 1 nm hacia la derecha (de 408 nm a 409 nm), mientras que

el de emisién lo hizo 2 nm hacia la izquierda (de 525 nm a 523 nm). En ambos casos,

el corrimiento de Stokes fue mayor a 100 nm (figura 17).
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Figura 18. Espectros de fluorescenciay estructura de 8-[Dy-547]-AMPc

Este andlogo fluorescente de AMPc esta unido al carbono 8 (C8) de la base nitrogenada mediante un
espaciador de 2-aminoetiltio de 4 atomos y tiene un pico de excitacion de 553 nm y un pico maximo de
emision de 562 nm.
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Se eligié a 8-[Dy-547]-AMPc como aceptor (figura 18) de Ametrine debido a
que su espectro de absorcidn se sobrepone con el espectro de emisién de
mAmetrine y mAmetrine 1.2 y no absorbe a 406 nm (figura 19), que es la longitud de
onda utilizada para excitar al donador durante los ensayos de union. Ademas se ha
utilizado para activar los canales HCN, lo que indica que la adicién del fluoréforo no

perjudica de manera drastica su interaccién con el dominio (Kusch et al., 2010,

2011).
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Figura 19. Sobreposicién de los espectros de emision del donador con el de excitacién del aceptor.
Se muestran los espectros de absorcion (linea discontinua) y emisién (linea solida) de EPAC-mAmetrine,
EPAC-mAmetrinel.2 y 8-[Dy-547]-AMPc. El recuadro gris indica la luz de excitacion utilizada durante los
ensayos de union y el area coloreada representa la sobreposicion del espectro de emisién del donador
EPAC-mAmetrinel.2 con el espectro de excitacién del aceptor 8-[Dy-547]-AMPc.
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Para asegurarnos que 8-[Dy-547]-AMPc no presentaba una emision basal al
ser excitado a 406 nm, adquirimos su espectro de emision utilizando una luz de
excitacion de 406 nm vy el resultado fue el esperado: 8-[Dy-547]-AMPc no se excita a
406 nm y por lo tanto no emitira fluorescencia si no hay FRET durante el ensayo de

unién (Figura 20).

0.8
0.6 i Figura 20. Espectros de emision de
’ EPAC-mAmetrinel.2 y 8-[Dy-547]-AMPc
I.IE &0 520 50 0 excitados a 406 nm.
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-]

1 pM de EPAC-mAmetrinel.2 y 1 pM 8-
[Dy-547]-AMPc adquiridos en las mismas
condiciones con una luz de excitacion de
406 nm. En el recuadro se muestra un
acercamiento del espectro de emision del
480 530 580 630 analogo fluorescente de AMPc comparado
Longitud de onda de emisién (nm) con la sefal del buffer. (U. A. F. =
unidades arbitrarias de fluorescencia).
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7. 1. 4. Ensayo de unidn tipo FRET en solucidén

Partiendo de lo anterior, realizamos los ensayos de unién con tres distintas
proporciones de donador y aceptor (1:2, 1:5 y 1:10) utilizando como donador a
EPAC-mAmetrine y a EPAC-mAmetrine 1.2 y como aceptor a 8-[Dy-547]-AMPc; la
luz de excitacion fue de 406 nm y la concentracién de donador fue 50 nM.
Adicionalmente, realizamos experimentos similares pero con EPAC-CFP y 8-[Fluo]-
AMPc como control utilizando una luz de excitacion de 440 nm, ya que estos ya
habian sido realizados en el laboratorio y calculamos la eficiencia de FRET para los

tres pares a distintas proporciones (tabla 4).

Tabla 4. Eficiencia de FRET a distintas proporciones de donador : aceptor

1:2 1:5 1:10
EPAC-mAmetrine : 8-[Dy-547]-AMPc 0.19 + 0.04 0.28 + 0.04 0.32 £ 0.03
EPAC-mAmetrine1.2 : 8-[Dy-547]-AMPc ~ 0.31 + 0.04 0.46 + 0.06 0.51 £ 0.04
EPAC-CFP : 8-[Fluo]-AMPc 0.71 £ 0.04 0.78 + 0.06 0.81 £ 0.05

Los datos se presentan como el promedio + su desviacion estandar.



En la figura 21 se observa que en todos los ensayos la fluorescencia del
donador se reduce en presencia del aceptor, esto quiere decir que esta ocurriendo
FRET entre los fluoréforos y por ende el analogo fluorescente de AMPc se esta
uniendo al CNBD de EPAC |. Para comprobar lo anterior se realizé un ensayo de
competencia con 8-CPT-AMPc a una concentracién 100 veces mayor a la del
aceptor, esta molécula es un analogo no fluorescente de AMPc con una afinidad 65
veces mayor (Christensen et al., 2003). Como era de esperarse, la fluorescencia del
donador se recuperd ya que el 8-CPT-AMPc desplazé a 8-[Dy-547]-AMPc del sitio

de union.
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Figura 21. Ensayo de unién a distintas proporciones de donador y aceptor.

Se muestran los trazos promedios (n=3) con sus respectivas desviaciones estandar de los ensayos de
union que se realizaron con una longitud de onda de excitacion de 406 nm para los pares FRET con
Ametrine y 440 nm para CFP. Cada columna pertenece a un par y cada fila muestra una proporcion
donador:aceptor distinta (1:2, 1:5, 1:10). La concentracion de donador fue 50 nM en todos los ensayos.
Como competidor se utiliz6 8-CPT-AMPc a una concetracion 100 veces mayor a la del aceptor. (U. A.
F.=Unidades arbitrarias de fluorescencia).
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Es importante hacer notar que en el ensayo de unién con EPAC-CFP/8-[Fluo]-
AMPc la forma del espectro de emision en presencia de competidor cambia
dependiendo de la proporcion de donador:aceptor utilizada (figura 22). Esto se debe
a que 8-[Fluo]-AMPc se excita con la luz de la lampara y emite sin que haya
interaccion entre el andlogo de AMPc y el CNBD. En cambio, para el par
mAmetrine/8-[Dy-547]-AMPc y mAmetrine 1.2/8-[Dy-547]-AMPc esto no sucede, por

lo que estos fluoréforos podrian ser utilizados en experimentos donde es dificil
poder controlar la proporciéon de donador:aceptor.

EPAC-mAmetrine EPAC-mAmetrine 1.2 EPAC-CFP

8-[Dy-547]-AMPc

8-[Fluo]-AMPc
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Figura 22. Comparacion de los espectros de emision en presencia de competidor.
Se muestran los espectros normalizados de los ensayos de unién en presencia de competidor, podemos
observar que en el caso del par FRET con EPAC-CFP la forma del espectro cambia dependiendo de la

cantidad de aceptor utilizada, esto se debe a la excitacién directa que recibe el aceptor.

1a2

Adicionalmente, preparamos una construccion con EPAC-mAmetrine 1.2
donde mutamos especificamente la arginina del PBC por un acido glutdmico
(R279E, la numeracion corresponde a la posicion del residuo en la secuencia de la

proteina EPAC | completa), a esta construccion la denominamos EPACg,qc-

mAmetrine 1.2 (figura 23 y suplementaria 4).
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Figura 23. Preparacion de la mutante EPACgy7ee-mAmetrinel.2

El panel A del lado izquierdo muestra el gel de agarosa de la electroforesis del producto de la PCR con los
cebadores Tak225F y Tak226R que contiene la mutacion del codén CGG que codifica para la arginina del
PBC por GAA que codifica para acido glutdmico (R279E) y en el carril control se muestra la reaccion de
PCR pero sin enzima. Del lado derecho arriba se muestra los cebadores alineados con la secuencia de
nucleotidos del plasmido silvestre (EPAC-mAmetrinel.2-pRSET) y en la parte de abajo el cromatograma de
la secuenciacién del plasmido mutante alineado con la secuencia del silvestre. El panel B muestra el gel de
SDS-PAGE de la purificacion de la proteina silvestre y mutante, los carriles con el nimero 1 corresponden a
la proteina que no se pego a la columna, el 2 a la proteina que se despeg6 con la solucién alta en sales
(S1, 300 mM NacCl), el 3 a la proteina que se lavd con la solucién con baja concentracion de imidazol (S2,
50 mM de imidazol) y P a la proteina purificada. El panel C muestra los espectros de fluorescencia de la
mutante con sus respectivos maximos de excitacion y emision.

Como era de esperarse, al realizar el ensayo de unidén con la mutante no hubo
transferencia de energia, es decir la fluorescencia del donador no disminuyd en

presencia del aceptor (figura 24).
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Figura 24. La mutacion R279E evita la unién entre el CNBD y el analogo de AMPc.

Se muestra el ensayo de unién utilizando 100 nM de donador y 1 uM de aceptor y una luz de excitacion de
406 nm. En el inset se muestra la intensidad media de fluorescencia a 525 nm (pico del donador) con sus
desviaciones estandar del donador (azul) y donador méas aceptor (verde, condiciéon donde habria FRET).

Para cerciorarnos de que la ausencia de FRET se debiera efectivamente a la
mutacion y no a un mal plegamiento de la proteina, realizamos un andlisis de
estabilidad en el servidor de PoPMuSIiC (Prediction of Protein Mutation Stability
Changes, https://soft.dezyme.com/query/create/pop). Esta herramienta predice el
cambio en la energia libre de plegamiento de la proteina antes y después de la
mutacion (AAG en kcal/mol), por lo tanto un valor menor a cero corresponderia a una
mutacién predicha como estabilizante (Dehouck et al., 2009, 2011; Gonnelli et al.,
2012). El valor arrojado por el programa para la mutacién R279E fue de 1.52
kcal/mol, por lo que la mutacién fue considerada como desestabilizante. Teniendo
en cuenta lo anterior, adquirimos el espectro de dicroismo circular en el UV-lejano

de la mutante para asegurarnos de su plegamiento correcto (figura 25).
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Figura 25. Evaluacién de la estructura secundaria por dicroismo circular.
Se muestran los espectros de dicroismo circular en UV lejano de las proteinas purificadas y dialisadas en
un amortiguador Tris HCI 10 mM.

Al comparar los espectros de la silvestre y la mutante podemos observar que
su forma se mantiene, lo que sugiere un plegamiento correcto ya que se conserva la
estructura secundaria. Adicionalmente, realizamos un analisis de deconvolucién a
los espectros de dicroismo circular en el servidor CAPITO (CD Analysis & Plotting
Tool, http://capito.nmr.leibniz-fli.de), el cual nos permiti6 conocer el porcentaje del
tipo de estructura secundaria presente en nuestras quimeras (Wiedemann et al.,
2013) y asi asegurarnos de que las diferencias en la magnitud de la sefal de
elipticidad molar no son debidos a un cambio en la estructura secundaria de la

mutante (tabla 5).

Tabla 5. Deconvolucion de los espectros de dicroismo circular en el servidor CAPITO

Hélices a. Hojasy giros p  Asas alazar Total

EPAC-
mAMmetrin 1.2 0.11 0.42 0.46 0.99
EPACez70e- 0.11 0.42 0.44 0.97

mAmetrine 1.2
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7. 1. 5. Ensayo de union midiendo el tiempo de vida media del donador (t;)

Otra manera de medir la transferencia de energia es cuantificando la
reduccion del tiempo de vida media de fluorescencia del donador (ty). El tiempo de
vida media (1) de la fluorescencia es el tiempo medio que un fluoréforo excitado
(después de absorber el foton) tarda en regresar a su estado basal. Cada fluoréforo
tiene un 1 particular, valor que puede cambiar dependiendo del medio en que se
encuentre (relajacién del solvente) y de la interaccidbn con otras moléculas
(apagamiento, “quenching”, dinamico de la fluorescencia).

Medimos el tiempo de vida media del donador (1), del donador en presencia
del aceptor (1p,) Y la del donador en presencia del aceptor y competidor (Tpa,c), para
4 proporciones de donador:aceptor (1:1, 1:2, 1:5, 1:10) con los pares FRET EPAC-
CFP\8-[Fluo]-AMPc y EPAC-mAmetrine1.2\8-[Dy-547]-AMPc en un set de
microscopia de tiempo de vida de la fluorescencia (FLIM) de dominio de frecuencia

con la proteina purificada tal como esta descrito en la seccion de métodos.

EPAC-mAmetrine 1.2 EPAC-CFP
8-[Dy-547]-AMPc 8-[Fluo]-AMPc

DAC DAC DAC DAC DAC DAC DAC DAC

1:1 1:2 1:5 1:10 111 1:2 1:5 1:10

Figura 26. Ensayo de unién midiendo la T del donador.
Se muestra la media con sus desviaciones estandar del tiempo de vida del donador (D) en presencia del
aceptor (A) y el ensayo de competencia (C) de cada par FRET.




Los datos obtenidos se presentan en la figura 26 y los valores de la eficiencia
de FRET aparente se encuentran en la tabla 6. Es importante mencionar que
determinamos por primera vez el tiempo de vida media de fluorescencia de
mAmetrine 1.2, el cual fue de 3.81+ 0.19 ns.

Como se puede observar, los valores de eficiencia de FRET aumentan
conforme se incrementa la proporcién del aceptor para el par FRET con EPAC-
mAmetrine 1.2, lo cual es consistente con los datos obtenidos por espectrometria.
Sin embargo para EPAC-CFP\8-[Fluo]-AMPc no sucede lo mismo, esto se debe a la
excitacion directa del aceptor por el laser de 445 nm que se uso para el ensayo y el
uso de un filtro de emision no adecuado, ya que hubo contaminacién de la
fluorescencia del aceptor. En un intento de evitar dicho sangrado, usamos el laser
de 405 nm (el mismo que se usd para los ensayos con mAmetrine1.2), pero el
cociente sefal/ruido de EPAC-CFP se reducia demasiado y seguia habiendo sefal

de 8-[Fluo]-AMPc (datos no mostrados).

Tabla 6. Valores de eficiencia de FRET aparente obtenidos por FLIM

1:1 1:2 1:5 1:10

EPAC-mAmetrine1.2 : 8-[Dy-547]-
AMPc

EPAC-CFP : 8-[Fluo]-AMPc 0.29+0.08 0.27+0.04 0.25+0.06  0.13+0.06

0.19+0.04 0.22+0.06  0.33+0.03  0.36+0.04

Con los resultados hasta ahora presentados, concluimos que el uso de una
proteina fluorescente con un corrimiento de Stokes grande como donador en un par
FRET es una opcidn sencilla para evitar el sangrado de emisién basal del aceptor y
viendo los inconvenientes que implica el uso de la primera versibn de mAmetrine
decidimos usar solamente a mAmetrine 1.2 para los experimentos posteriores que
consistieron en expresar la construccion EPAC-mAmetrine 1.2 en células de
mamifero con un péptido sefial que le permita estar anclada en la membrana y

expuesta hacia el lado extracelular para explorar la posibilidad de establecer una
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nueva metodologia de tamizaje de alto rendimiento (“high throughput-screening”)
para dominios de unién a nucleétidos ciclicos.

Adicionalmente, se desarroll6 un método que nos permite seleccionar de
manera rapida y eficiente plasmidos del tipo CNBD-mAmetrine 1.2 para caracterizar
nuevos dominios mediante el ensayo de unién tipo FRET, la descripcién de este

método se encuentra como apéndice de la tesis.

7. 2. Expresion de EPAC-mAmetrine 1.2 en la superficie de células
eucariotas

Para explorar la posibilidad de utilizar este ensayo de unién como un método
de “high throughput-screening” (tamizaje de alto rendimiento), podriamos omitir el
paso de purificacién si realizamos el ensayo directamente en la célula.
Lamentablemente, el analogo fluorescente 8-[Dy-547]-AMPc tiene cargas negativas
en la parte del colorante y el fosfato que lo vuelven un compuesto no permeable. Por
lo anterior, ideamos una construccién que permitiera expresar a la quimera en la
superficie de la célula.

En la literatura estan reportados varios métodos de expresién de proteinas en
la superficie celular, tanto en sistemas procariotas como eucariotas (Chen &
Georgiou, 2002; Mao et al., 2006; van Bloois et al., 2011; Horlick et al., 2013), por lo
que consideramos realizar unas pruebas piloto de expresién en la superficie celular.
Hasta ahora so6lo habiamos expresado construcciones del tipo CNBD-FP en E. coli,
pero por comunicacion personal con el M. en C. Francisco Romero decidimos
cambiarnos a un sistema eucariota, ya que él habia tenido problemas durante la
expresién y purificacion del CNBD del sNHE en E. coli debido a un mal plegamiento
de la proteina y habia observado ciertas mejoras con un sistema de expresion
heterdloga en células eucariotas.

Tomando en cuenta lo anterior, elegimos un sistema de expresién en células

de mamifero utilizando el vector pDisplay, el cual es un vector comercial (Invitrogen,



Life Technologies) que permite el despliegue de las proteinas en la superficie de la
membrana celular mediante la fusién en su extremo carboxilo con el dominio
transmembranal de la proteina derivada de plaquetas que funciona como receptor

del factor de crecimiento (PDGFR).

7. 2. 1. Construccion de los plasmidos EPAC-mAmetrine 1.2-pDisplay y
EPAC;,,.c.-mAmetrine 1.2-pDisplay
Utilizamos como base el plasmido CFP-pDisplay (Addgene #20861), para
intercambiar la secuencia de CFP por la de EPAC-mAmetrine1.2 o la de EPACq,/qc-
mAmetrine1.2. Para ello, disefiamos oligonucleétidos especificos que linealizaron el
vector omitiendo secuencia de CFP y le incorporaran los sitios de restriccion Nhel y
Sacll en sus extremos (figura 27A y figuras suplementarias 5 y 6). Asimismo, se
disefaron un par de oligonucleétidos para afadir esos mismos sitios de restriccidn
en los extremos de la secuencia de EPAC-mAmetrine1.2 y EPACg,75e-mAmetrinei.2
(figura 27B). Realizamos una reaccién de digestion del vector e inserto por separado
y purificamos el vector pDisplay linearizado cortando la banda del gel de agarosa.
Posteriormente, ligamos el vector pDisplay con los insertos EPAC-mAmetrine1.2 y
EPACk.,.c-mAmetrine1.2 por separado y transformamos células de la cepa DH5q;
picamos 7 y 6 colonias al azar de cada construccién e inoculamos 3 mL de LB
suplementado con antibiético. Dejamos crecer los cultivos durante toda la noche,
extrajimos el DNA plasmidico de cada cultivo y realizamos la seleccién de clonas
positivas mediante el patrén de digestion con Hindlll y Xhol, encontramos entre el
50-60% de clonas positivas (figura 27C) y se mandd a secuenciar para corroborar la

integridad de la secuencia.
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Figura 27. Construcciéon de pDisplay-EPAC-mAmetrinel.2 y su mutante.

En el panel A se muestran los productos de las reacciones de PCR para agregar los sitios Nhel y Sacll al
vector (~5.3 kb) y al inserto (~1,2 kb) con los cebadores Tak291R-Tak194F y Tak103F-Tak197R,
respectivamente. El panel B muestra el patron de digestién con las enzimas Hindlll y Xhol de plasmidos
aislados de colonias al azar provenientes de la transformacién con la reaccion de ligacion para formar el
plasmido pDisplay-EPACg,70e-mAmetrinel.2.

Posteriormente, hicimos una prueba piloto transfectando células CHO con los
plasmidos EPAC-mAmetrine1.2-pDisplay y EPACg,;s.-mAmetrine1.2-pDisplay, este
ultimo iba a ser utilizado como control negativo. Al realizar el ensayo de unién con
las células transfectadas con EPAC-mAmetrine 1.2-pDisplay no observamos cambio
en el tiempo de vida media de mAmetrine1.2 (figura suplementaria 7). Incluso
utilizamos una configuracién de TIRF-FLIM (datos no mostrados), para poder
detectar los cambios en la fluorescencia especificos de la membrana, pero tampoco
se observd transferencia de energia. Por ello nos preguntamos si la proteina

quimérica realmente se estaba localizando en la superficie de la membrana celular.

7. 2. 2. Ensayos de apagamiento por Cu* de las proteinas fluorescentes en

la superficie de la membrana de células CHO
Para confirmar si la proteina quimérica EPAC-mAmetrine1.2 se estaba
localizando en la superficie celular, decidimos usar un apagador (“quencher”) de
mAmetrine1.2 no permeable a la célula, para poder ver una reducciéon de la seial

especificamente en la superficie de la membrana. En la literatura encontramos que el



Cu?* es un apagador de la GFP (Jung et al., 2005; Isarankura-Na-Ayudhya et al.,
2010). Sin embargo, Jung y colaboradores reportaron una reduccién de tan solo el
8% en la intensidad de florescencia, mientras que Isarankura-Na-Ayudhya observo
una reduccién del 60% utilizando la misma concentracién de Cu?* y proteina
fluorescente, esta discrepancia probablemente se debié a que Jung utilizd una
mutante con un plegamiento y estabilidad optimizados. Tomando en cuenta lo
anterior, realizamos primero unas pruebas de apagamiento con proteina purificada
para comprobar que el Cu?* si apaga la fluorescencia de mAmetrine 1.2 y CFP
(figura suplementaria 8).

Una vez confirmado que el Cu®* es un apagador eficiente, transfectamos
células CHO con los plasmidos EPAC-mAmetrine1.2-pDisplay y CFP-pDisplay
(plasmido que adquirimos en Addgene), este Ultimo lo utilizamos como un control
positivo ya que existen diversas publicaciones donde observan claramente la
localizacion de la CFP en la superficie de la membrana de células transfectadas con
este plasmido (Chen et al., 2005; Howarth et al., 2005, 2008). Al realizar los ensayos
de apagamiento concluimos que EPAC-mAmetrine 1.2 no se estaba localizando en
la superficie celular (figura 28), por lo que no es posible realizar el ensayo de union
entre un CNBD y AMPc en la superficie celular utilizando nuestro sistema. Sin
embargo, seria interesante probar si con algin otro sistema se puede enviar

correctamente las quimeras a la superficie de la membrana celular.
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pDisplay-CFP

pDisplay-EPAC-
mAmetrinel.2

Figura 28. EPAC-mAmetrinel.2 no se expresa en la superficie celular.

Imagenes de microscopia de tiempo de vida media de la fluorescencia (FLIM) de células CHO transfectadas
con el plasmido pDisplay-CFP (paneles superiores) y pDisplay-EPAC-mAmetrinel.2 (paneles inferiores), las
primeras se adquirieron en una configuracion FLIM-confocal y se puede apreciar el apagamiento de la CFP
en la membrana después de la adicion de CuSO, . Los paneles inferiores muestran células CHO
transfectadas con pDisplay-EPAC-mAmetrinel.2, las imagenes mostradas se adquirieron en una
configuracion FLIM-TIRF (también se adquirieron en FLIM-confocal, pero no se muestran) ya que nos
permitiria una mejor resolucion de los cambios de fluorescencia cerca de la membrana, sin embargo al
afiadir CuSO,4 no se detecta un cambio apreciable en la .



8. DISCUSION

Los nucledtidos ciclicos son las moléculas encargadas de regular multiples
funciones celulares independientes, esto lo logran mediante una unién no covalente
y reversible a sus proteinas blanco. Generalmente, estas proteinas blanco tienen un
dominio encargado de dicha interaccion, hasta la fecha se han establecido dos
principales dominios conservados con esta funcién, ellos son los dominios GAF y el
dominio CNBD (Rehmann et al., 2007).

Recientemente, se ha reportado la existencia de un tercer dominio, al cual
nombraron dominio Popeye, este dominio se encuentra en las proteinas de
membrana Popdcs, que se encargan de regular la actividad de los canales TREK-1
en los cardiomiocitos (Simrick et al., 2013; Brand et al., 2014), por lo que se agrega

un participante mas en el interactoma del AMPc.

8. 1. Ensayo de union entre un CNBD y AMPc

Para estudiar la interaccion molecular entre estos dominios y los nucleétidos
ciclicos se han descrito varios métodos bioquimicos, uno de los mas comunes es el
de “pull-down”, donde se inmoviliza en microesferas de agarosa el dominio en
cuestion (o la proteina completa) mediante una etiqueta de glutatién o de histidinas.
Posteriormente se agrega una cantidad conocida de AMPc marcado por
radioactividad (°[H]-AMPc) o con un fluoréforo (8-[Fluo]-AMPc) para que se una al
dominio adsorbido en las perlas de agarosa y se centrifuga. Al final se cuantifica el
AMPc marcado del sobrenadante y el que esta unido (Pham et al., 2000; Dremier et
al., 2003; Donaldson & Meier, 2013).

Este método, al parecer muy sencillo, ha reportado datos contradictorios;
Pham y colaboradores reportaron que la funcion de la proteina CNras-GEF (ahora
llamada PDZ-GEF1) estaba directamente regulada por AMPc, pero estos resultados
no se pudieron reproducir en otros laboratorios (Dremier et al., 2003). No fue hasta

que Kuiperij y colaboradores realizaron experimentos de unién mediante calorimetria
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isotérmica de titulacién (ITC) que demostraron que la afinidad por AMPc era muy
baja (Ky >1 mM) y sin relevancia fisioldgica (Kuiperij et al., 2003).

Los ensayos de unién por ITC se basan en la formacién y ruptura de enlaces
en la proteina y en la solucion tras la adicion del nucleétido ciclico; el equipo mide la
cantidad de energia a lo largo del tiempo que se necesita para mantener constante
la temperatura entre la muestra y la celda de referencia. Con el cambio de entalpia
debido a la unién del ligando se puede obtener un valor de K, real y demostrar
inequivocamente si existe interaccién o no, su mayor desventaja es que se necesita
una gran cantidad de proteina concentrada (1.36 mL de 66 uM — 630 uM de proteina
segun articulo de Kuiperij et al., 2003 y entre 40 y 100 pM segun articulo de
Cukkemane et al., 2007) con una pureza mayor al 90% por lo que este método no
seria adecuado para realizar un tamizaje de alto rendimiento.

Existen otros dos métodos ampliamente utilizados para medir la interacciéon
con nucleétidos ciclicos. Tienen en comun que miden el cambio de la fluorescencia
dependiendo de la polaridad del ambiente. El primero de ellos utiliza un analogo
fluorescente llamado 8-NBD-AMPc, este andlogo en solucién acuosa es
practicamente no fluorescente, pero al unirse al CNBD (es decir, al estar en un
ambiente hidrofébico) su fluorescencia aumenta entre 10 y 100 veces dependiendo
del CNBD (Cukkemane et al., 2011; Tsalkova et al., 2012; Peuker et al., 2013).

Aunque el aumento es grande con respecto a la fluorescencia basal, el
cociente sefal/ruido sigue siendo muy pobre incluso en un ambiente hidrofébico,
por lo que los trazos generalmente son muy ruidosos y las mediciones dependen
principalmente de la sensibilidad del equipo. Aunque este inconveniente parece
trivial, ya que uno pensaria que podria resolverlo agregando mayor cantidad del
analogo fluorescente mientras se mantiene la proporcion receptor:ligando, no es del

todo viable ya que a concentraciones mayores de 100 uM el 8-NBD-AMPc tiene una



absorbancia alta, por lo que se vuelve imposible corregir el efecto de filtro interno a
grandes concentraciones (Brelidze et al., 2009).

El segundo método consiste en medir la fluorescencia del triptéfano, la cual
también es dependiente de la polaridad del solvente. Este método es confiable si el
CNBD tiene un residuo de triptéfano enddgeno cerca del sitio de unién o que su
accesibilidad al solvente sea distinta en los estados unido y libre, tal es el caso del
CNBD del canal bacteriano MlotiK (Cukkemane et al., 2007), ya que las constantes
de disociacién obtenidas por ITC y por fluorescencia del triptéfano concuerdan (K,
de 100+11 nM y 80 nm, respectivamente). Sin embargo, cuando el CNBD no tiene
un W enddgeno o tiene varios, es necesario hacer mutantes, por lo que el cambio en
la secuencia podria ser perjudicial para el plegamiento o afectar la afinidad por los
nucledtidos ciclicos, tal como se observa en el estudio de Brelidze y colaboradores,
donde el CNBD del canal mutante mHCN2-L586W tiene una diferencia en la K,

mayor a un orden de magnitud (Brelidze et al., 2009).

8. 1. 1. Ensayo de union mediante FRET intermolecular

Debido a las deficiencias que tienen los ensayos de unién existentes
decidimos desarrollar un nuevo método que nos permitiera seleccionar de manera
rapida y eficiente que CNBDs si estan interaccionando con AMPc. Como se
menciond anteriormente, en el laboratorio ya habiamos desarrollado un ensayo de
unién basado en FRET, utilizando como donador a EPAC-CFP y 8-[Fluo]-AMPc
como aceptor. Sin embargo el uso de este par FRET tenia ciertas limitaciones, ya
que parte de la fluorescencia del aceptor era debida a la excitacién basal y no por la
transferencia de energia. En este sentido, el uso de una proteina fluorescente con un
corrimiento de Stokes grande nos ayudaria a separar los espectros de excitacion del
donador y del aceptor, evitando asi la excitacion directa del aceptor. Para ello

preparamos las proteinas quiméricas EPAC-mAmetrine y EPAC-mAmetrine1.2.
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8. 1. 1. 1. mAmetrine vs mAmetrine 1.2

Al cuantificar la concentracién de la proteina usando dos métodos (método de
Lowry y espectrofotometria de absorcion en el rango de luz visible), observamos que
para las proteinas EPAC-CFP y con EPAC- mAmetrine 1.2 no habia diferencia
significativa entre la concentracién obtenida por ambos métodos. Sin embargo, para
EPAC-mAmetrine la discrepancia entre los valores obtenidos fue significativa,
debido posiblemente a una maduracién incompleta del fluoréforo. En la literatura
encontramos reportados distintos valores de coeficiente de extincién molar para
mAmetrine (Ai et al., 2008; Ding et al., 2011; Shcherbakova et al., 2012) y por
comunicacion personal con el Dr. Robert Campbell sabemos que han tenido
problemas con la reproducibilidad del mismo en otros laboratorios (e incluso en el
suyo), debido a una pobre maduraciéon del cromoéforo y un plegamiento deficiente,
por lo que nos recomendd usar mAmetrine 1.2 para nuestros experimentos ya que
sus espectros de fluorescencia son practicamente los mismos, pero mAmetrine 1.2
tiene una mayor estabilidad en cuanto a plegamiento y fotoblanqueo (su tiempo
medio de fotoblanqueo es 3.3 veces mayor al de mAmetrine), ademas su pK,
disminuy6é de 6.2 a 5.8 (aqui pK, para las proteinas fluorescentes representa la
sensibilidad a la acidez del medio y es el pH al cual la fluorescencia disminuye un 50
% con respecto al maximo). Actualmente el mecanismo por el cual mAmetrine 1.2
tiene una mayor fotoestabilidad no es del todo claro (Ding et al., 2011), ya que las
diferencias en las secuencias de mAmetrine y mAmetrine 1.2 son 9 mutaciones
(K26R, T43l, K52E, S99F, V147A, E172K, D190G, S192P y N212Y), que por
homologia con otras estructuras de proteinas fluorescentes sabemos que sus
cadenas laterales se encuentran dirigidas hacia afuera del barril § y que 6 de ellas
(K26R, K52E, V147A, E172K, D190G, S192P) se encuentran en las asas que unen a

las hebras .



Cabe mencionar, que en el grupo obtuvimos el coeficiente de extincion molar
para distintas proteinas fluorescentes purificadas y el valor mas alto que pudimos
obtener para mAmetrine fue 27,563 M cm™, este valor es ~20% menor al
reportado; este tipo de discrepancias también la observamos al obtener el
coeficiente de extincién molar de mOrange1 con un 53% menor a lo reportado, esta
proteina fluorescente tiene un tiempo de maduracién relativamente largo. Por otro
lado, para mECFP la diferencia fue del 1% (proteina fluorescente con un tiempo de
maduracion relativamente corto).

8. 1. 1. 2. Comparacion de los pares FRET: EPAC-CFP\8-[Fluo]-AMPc vs
EPAC-mAmetrine1.2\8-[Dy-547]-AMPc

Con respecto a los ensayos de unién, los espectros adquiridos muestran que

si hay una union especifica entre EPAC-mAmetrine y 8-[Dy-547]-AMPc y EPAC-
mAmetrine 1.2 y 8-[Dy-547]-AMPc. Sin embargo, la eficiencia de FRET de EPAC-
mAmetrine 1.2 y 8-[Dy-547]-AMPc no se compara con la del par EPAC-CFP\8-
[Fluo]-AMPc. Esta diferencia no la esperabamos, ya que al calcular la R, y J tedricas
de cada par FRET (tabla 7), incluso se esperaba que EPAC-mAmetrine 1.2\8-[Dy-
547]-AMPc fuera un mejor par FRET, pues sus valores son mas grandes. En relacién
a lo anterior, hay que recordar que para una interaccién eficiente entre los sistemas
electronicos del donador y del aceptor se requiere que el campo eléctrico del
donador resuene a una frecuencia que permita que los electrones en el aceptor
oscilen e induzcan su estado excitado, es decir, la tasa de transferencia de energia
mejora con un valor mas grande de J (sobreposicién de los espectros de emision del
donador y absorcién del aceptor). De hecho, el valor de R, (distancia de Foérster) de
un par FRET particular depende fuertemente de J. En un par FRET, con un donador
de eficiencia cuantica aceptable, entre mayor sea la sobreposicién de los espectros,

la eficiencia de FRET sera mayor y esto se vera reflejado en un valor de R, mas
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grande, por lo que idealmente EPAC-mAmetrine1.2\8-[Dy-547]-AMPc seria un mejor

par FRET.
Tabla 7. Valores de R, de cada par FRET
Ro Je+107™
(nm) (M cm?®)
EPAC-CFP\8-[Fluo]-AMPc 5.2 2.3
EPAC-mAmetrine 1.2\8-[Dy-547]-AMPc 6.3 6.2

8. 1. 1. 2. 1. Dy-547 como aceptor de mAmetrine1.2
La baja eficiencia de FRET del par EPAC-mAmetrine1.2\8-[Dy-547]-AMPc,

podria ser explicada por la naturaleza del aceptor, ya que la cadena abierta de
trimetino del colorante Dy-547 puede sufrir isomerizaciones trans/cis reversibles
(Redmond et al.,, 1997; Sahyun & Serpone, 1997), siendo el isémero trans el
fluorescente y el cis no fluorescente o un estado oscuro del fluoréforo (“dark state
fluorophore”) (Bérsch & Wrachtrup, 2011; Gatzogiannis et al., 2012).

La existencia de dos estados (uno fluorescente y el otro no) en un fluoréforo
se conoce como parpadeo (“flickering” o “blinking”) y es una caracteristica fotofisica
de algunos fluoréforos, el cambio entre los dos estados puede ser estocastico o
inducido por cierta longitud de onda de excitacién (fotoinduccién) o dependiente del
medio; la fracciéon de fluoréforo en el estado oscuro puede variar entre el 30% -
60% en una solucién acuosa (Widengren & Schwille, 2000; Vogel et al., 2012). La
escala temporal en la que suceden estas transiciones es del orden de milisegundos
a segundos, por lo que es mas lenta que el tiempo de decaimiento de la vida media
de la mayoria de los fluoréforos, lo que trae como consecuencia que el fluoréforo
esté en el estado fluorescente o en el estado oscuro y que la probabilidad de
transicion entre el estado fluorescente al oscuro durante el estado excitado sea

practicamente nula. Por lo tanto, un fluoréforo aceptor con parpadeo, tendria un



efecto drastico en la eficiencia de FRET si y sélo si el estado oscuro evita que el
fluordéforo sirva como un aceptor real (Vogel et al., 2012).

El impacto que puede tener la heterogeneidad del aceptor en la eficiencia de
FRET se ha estudiado mediante simulaciones de Monte Carlo (Vogel et al., 2012),
donde ven el comportamiento de la eficiencia de FRET de eventos separados en
diversas poblaciones de donador-aceptor con parametros predeterminados y
variando la fraccién del aceptor que esta en un estado oscuro del 0% al 50%. En el
caso de la poblacién donde la fraccién del aceptor en estado oscuro es del 0%,
para los parametros dados (1,=3 ns, Rp,=5.4+1%, R,=5.4), la distribuciéon de la
eficiencia de FRET es unimodal y simétrica, con E=0.5 siendo el valor mas frecuente,
el cual también es el promedio de la poblacién (100,000 réplicas al azar). Para las
poblaciones donde la fraccién de aceptores en el estado oscuro empieza a
aumentar, la distribucién se convierte en bimodal y la frecuencia de la E=0.5
empieza a disminuir, mientras que la frecuencia de E=0 a aumentar (Vogel et al.,
2012), por lo que el promedio de la eficiencia de FRET global puede ser incluso la
mitad (E=0.25) del valor obtenido cuando la fraccién de aceptor en su estado oscuro
es nula (E=0.5).

Entonces, si esto sucediera en nuestro ensayo de unidén, habria tres
subpoblaciones posibles de interaccidn molecular: una poblacion con EPAC-
mAmetrine 1.2 unido al aceptor en su estado fluorescente (trans-Dy-547, por lo que
habria FRET), EPAC-mAmetrine 1.2 libre y una tercera poblaciéon donde a pesar de
que el ligando esta unido al CNBD no hay FRET debido a que el aceptor esta en su
estado oscuro (cis-Dy-547), por lo que en forma global la eficiencia de FRET
disminuiria.

Asimismo, el colorante Dy-547 es capaz de adoptar numerosos modos
vibracionales durante el estado excitado (Cooper et al., 2004), lo que resulta en la

pérdida de energia por procesos no-radiativos y por lo tanto una eficiencia cuantica
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baja. Esto ultimo explicaria el bajo incremento en la fluorescencia del aceptor
cuando hay FRET (hay que recordar que sabemos que si hay FRET al medir la
reducciéon de la intensidad y tiempo de vida media de la fluorescencia del donador
en presencia del aceptor).

Una excelente alternativa para el par FRET con EPAC-mAmetrine1.2 seria
utilizar un anédlogo fluorescente de AMPc con Cy3B (Borsch & Wrachtrup, 2011), ya
que su estructura y propiedades espectroscédpicas (salvo la eficiencia cuantica, ver
tabla 8) son practicamente iguales a la de Dy-547, la diferencia radica en que la
cadena trimetino se ha rigidizado en su estructura, por lo que el fluoréforo tiene una
sola conformacién tanto en el estado basal como en el excitado, por lo que la
pérdida de energia por procesos no radiativos se reduce, su eficiencia cuantica se
incrementa (Cooper et al., 2004) y lo mas importante, ya no tendriamos una

poblacién del aceptor en un estado oscuro.

Tabla 8. Comparacién entre Dy-547 y Cy3B

Abs, EMy, o € o Brillo
(nm) (nm) M'em™) (mMTcm™)
Dy-547 557 574 150,000 ~0.2 30
Cy3B 558 572 130,000 0.67 90

En un proyecto paralelo del laboratorio, se sintetizd un andlogo fluorescente
de AMPc con rodamina 6G unida al C8 de la base nitrogenada por un espaciador de
5 atomos, los ensayos realizados con este andlogo mostraron una mayor eficiencia
de FRET que con Dy-547 (comunicacion personal con el M. en C. Francisco
Romero), pero se observd excitacion basal del aceptor. Por lo que seria interesante

explorar el uso de Cy3B como aceptor para mAmetrine 1.2.

8. 1. 1. 2. 2. Ventajas del nuevo par FRET

A pesar de que la eficiencia de FRET no fue la esperada, el uso del par FRET
mAmetrine1.2-Dy-547 es una excelente opcién para estudiar interacciones

intermoleculares, ya que la sefial de fluorescencia es independiente de la proporcion



de donador:aceptor en la muestra, esto se puede observar en la figura 22, los
espectros de emision del ensayo de union en presencia de competidor normalizados
son idénticos para las 3 distintas proporciones usadas en los experimentos con
EPAC-mAmetrine y EPAC-mAmetrine1.2, pero para los espectros con EPAC-CFP se
observa que su forma cambia dependiendo de la cantidad de aceptor en la muestra.
Esto se debe a la excitacion basal del aceptor, por lo que algunas moléculas del
aceptor fluorescen sin que haya transferencia de energia.

Este cambio en la forma del espectro parece un problema trivial si las
mediciones se hacen in vitro en un espectrofluorémetro, ya que las concentraciones
de donador:aceptor pueden ser ajustadas con facilidad, ademas de que el uso de un
monocromador nos permite seleccionar longitudes de onda especificas, donde el
efecto del sangrado del aceptor es minimo (o nulo) para obtener un valor de FRET
real. En cambio, la excitacion basal del aceptor se vuelve un inconveniente mayor si
los ensayos se realizan mediante microscopia de fluorescencia en células vivas
expresando la construccién, ya que no podriamos ajustar adecuadamente la
proporcién de donador:aceptor durante el ensayo y los filtros dpticos pasabanda
comerciales, por lo general, tienen una anchura a la mitad del maximo de
transmitancia (FWHM, Full Width at Half Maximum) de 25 hasta 90 nm, por lo que el
sangrado del aceptor en el canal del donador se acentla. Esto ultimo se puede
apreciar en nuestros resultados de tiempo de vida media por microscopia de
fluorescencia, donde en el ensayo de unién con EPAC-CFP\8-[Fluo]-AMPc al
incrementar la concentracién del aceptor la eficiencia de FRET disminuye en vez de
aumentar, este artefacto no se observa cuando utilizamos el par FRET EPAC-
mAmetrine1.2\8-[Dy-547]-AMPc. En relacion al par FRET con EPAC-mAmetrine 1.2,
cabe mencionar que por primera vez se determiné el tiempo de vida media de esta

proteina fluorescente, el cual fue de 3.8 ns y entra en el rango (2—-4 ns) de los valores

89



90

conocidos de las variantes de la GFP de Aequorea victoria (Rizzo et al., 2004; Bayle
et al., 2008; Berezin & Achilefu, 2010).

Otra complicacion que soélo existe para las CFP es que su tiempo de
decaimiento de vida media de la fluorescencia (r) se ajusta a mas de una
exponencial (Rizzo et al., 2004; Goedhart et al., 2010), lo que quiere decir que en
realidad hay mas de un tipo de poblaciones de croméforos de CFP. Una de las
propuestas que existen para explicar la existencia de dos constantes t es la
presencia de rotdmeros del croméforo. Sin embargo, cuando resolvieron la
estructura cristalografica de la CFP, sorprendentemente encontraron dos
configuraciones para los residuos tirosina 145 (Y145) e histidina 148 (H148), los
cuales forman parte de la hebra 7 del barril y sus cadenas laterales influyen en el
microambiente del croméforo (Hyun Bae et al., 2003), por lo que en realidad estas
dos conformaciones podrian ser las dos distintas especies del croméforo. En la
conformacion mayoritaria, llamada A’, la cadena lateral de la Y145 se encuentra en
el interior del barril § orientandose hacia el croméforo (de la misma manera que en la
EGFP), mientras que la cadena lateral de la H148 se encuentra orientada hacia fuera
del barril f (al contrario que en la EGFP, donde esta histidina tiene interaccién
directa con el cromdforo). Lo inverso sucede en la conformacién minoritaria, llamada
B’, donde el fenol de la Y145 se orienta hacia fuera y el grupo imidazol de la H148
hacia adentro del barril B. En esta conformacion, la Y145 se aleja demasiado, por lo
que ya no esta en el rango de contacto hidrofébico con el fluoréforo (Hyun Bae et
al., 2003), lo que alteraria sus propiedades espectroscopicas. Para entender por que
hay dos valores de vida media T hay que recordar que el fluoréforo de las CFP esta
compuesto por los residuos T65-W66-G67, y que el grupo indol del triptéfano es
extremadamente sensible a la polaridad del ambiente, por lo que a medida que la
hidrofobicidad incrementa, el espectro de emision se recorre a longitudes de onda

mas bajas (corrimiento hacia el azul) (Kosinski-Collins et al., 2004; Lakowicz, 2006).



La existencia de dos constantes de vida media complica el tratamiento de los datos
para saber la eficiencia real de FRET, por lo que es recomendable usar otra proteina

fluorescente como mTurquesa.

8. 1. 1. 8. Mutante EPACg,,,c-mAmetrine1.2

Por otro lado, también realizamos una construccién con la arginina del PBC

mutada a un acido glutdmico (R279E), esto para volver a corroborar la union
especifica del nucleétido ciclico al CNBD. Este cambio de residuo evitaria por
completo la unién del nucleétido ciclico ya que el H del grupo amino (NH,) de la
arginina es el donador para la formacién del puente de hidrogeno con el O exociclico
del fosfato del AMPc, ademas la carga negativa de la cadena lateral del acido
glutamico generaria una repulsidon electrostatica con el grupo fosfato que también
tiene carga negativa, razon por la cual al realizar los ensayos de unién con
EPACg,,cc-mAmetrine1.2 no hay FRET. En otros trabajos ya habian realizado esta
mutante para estudiar la funcion y localizacion de la proteina EPAC | completa (Qiao
et al., 2002; Kang et al., 2005, 2006), donde esta mutante inhibia la movilizacién del
Ca* intracelular mediada por EPAC (Kang et al., 2005) y promovia una
sublocalizacién errénea durante el ciclo celular (Qiao et al., 2002). Sin embargo, ellos
nunca investigaron si la mutacioén era perjudicial para el plegamiento o no, por lo que
tomamos el espectro de dicroismo circular de EPACg,;oc-mAmetrinel1.2 y lo
comparamos con el de EPAC-mAmetrine1.2. Observamos ligeras diferencias en la
magnitud de la sefal de elipticidad molar, que se atribuyen a un error experimental
durante la cuantificacion y preparacién de la muestra, ya que los resultados de la
deconvolucion demuestran que se conserva el porcentaje de la estructura
secundaria lo que sugiere que las diferencias son por un error en la concentracion.
En la literatura hay reportes con los espectros de dicroismo circular de CNBDs
aislados de otras proteinas (Johnson & Wong, 1989; Cukkemane et al., 2007,

Brelidze et al., 2009), aunque no se puede hacer una comparacién directa con los
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espectros que se obtuvieron para este trabajo (ya que son del CNBD mas la proteina
fluorescente), cabe mencionar que en todos los espectros reportados hay una
meseta que va de 207 nm a 225 nm aproximadamente en la configuracién libre de
AMPc (tal como sucede en nuestros datos obtenidos) y que en el estado unido
aparece un minimo entre 225 y 228 nm.

Esta mutante nos ayudd a comprobar la especificidad de la prueba, por lo
que decidimos probar otros CNBD no caracterizados. Para facilitar la selecciéon de
colonias positivas desarrollamos un plasmido que nos permitira seleccionar a simple
vista las clonas con los CNBDs, esta herramienta nos facilitara el trabajo futuro (ver

apéndice).

8. 2. Expresion de la proteina EPAC-mAmetrine1.2 en la superficie
de la membrana plasmatica

Lamentablemente, la localizacién de las proteinas en la superficie celular no
se logré. Por microscopia observamos que al transfectar las células con los
plasmidos CNBD-mAmetrine1.2-pDisplay habia fluorescencia dentro de la célula y
que estaba dentro de vesiculas cercanas a la membrana plasmatica. En contraste, al
transfectar las células con el plasmido de Addgene que soélo tiene la CFP, la
fluorescencia se ubicaba tanto dentro de la célula (proteinas que estan aun en el
trafico vesicular) y en la membrana plasmatica. Con los ensayos de apagamiento por
Cu?*, comprobamos que sélo las células transfectadas con CFP-pDisplay estaban
expuestas en la superficie de la membrana.

El vector pDisplay tiene antes de los sitios de clonacién la secuencia que
codifica para el péptido sefial de la cadena ligera k de la inmunoglobulina de ratoén,
esta secuencia permite que la proteina ingrese a la via de secrecién mediante su
translocacién en el reticulo endoplasmico donde es escindida. Después de ésta se
encuentra la secuencia que codifica para el epitopo de hemaglutinina y posterior a

los sitios de clonacidén se encuentran las secuencias que codifican para el epitopo



Myc y el dominio transmembranal de la proteina derivada de plaquetas que funciona
como receptor del factor de crecimiento (PDGFR), que es el responsable de anclar a
la membrana plasmatica la proteina fusionada. Este plasmido se ha utilizado con
éxito para exportar proteinas de interés a la superficie celular, tales como
anticuerpos (Zhang et al., 2014), proteinas adaptadoras que permiten anclar
“quantum dots” en la membrana plasmatica (Howarth et al., 2005) y sensores
fluorescentes de actividad de metaloproteasas (Yang et al., 2007), de pH extracelular
(Shen et al., 2014) y de glutamato (Marvin et al., 2013).

En este ultimo reporte, encontraron que el epitopo de hemaglutinina (HA) era
perjudicial para la actividad del sensor ya que disminuia su afinidad por el glutamato,
por ello prepararon una construccion sin el epitopo para recuperar la afinidad por
glutamato. Sin embargo, con ambos plasmidos (con y sin HA) la proteina se
localizaba en la superficie celular, por o que es muy poco probable que ese haya
sido el problema en nuestro caso, aunque valdria la pena comprobarlo
experimentalmente.

Una explicacion mas plausible es que la secuencia del CNBD tenga algun
péptido senal que retiene a la proteina quimérica dentro de la célula. Al analizar la
secuencia de aminoacidos de EPAC-mAmetrine1.2-pDisplay, no encontramos las
secuencias clasicas de retencién en el reticulo endoplasmico o en el Golgi (e. g.
KDEL o KKXX). Sin embargo, encontramos un motivo &cido de dileucinas
(ID\EJXXXL[L\]) que promueve la internalizacién de las proteinas en la secuencia del
manojo de hélices a en el extremo amino del CNBD de EPAC | y EPAC Il (figura 29);
como se menciond en los antecedentes, la construccion tiene estas hélices porque

la vuelven mas soluble y mejoran su expresion en E. coli (Kraemer et al., 2001).
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Figura 29. Alineamiento de los CNBD de EPAC 1y EPAC 2 que muestra el motivo [D\E]XXXL[L\I]

Se muestra en amarillo el motivo [D\E]XXXL[L\I] localizado en el manojo de hélices en el amino terminal del
CNBD de EPAC 1y 2, en la parte inferior de los alineamientos se muestra la estructura secundaria del
dominio. (Imagen modificada de Harper et al., 2008).

Los motivos acidos de dileucinas son sefiales que facilitan la endocitosis
rapida de las proteinas de membrana que los poseen mediante su unién con
proteinas adaptadoras (AP-2) que forman un vinculo entre éstas y la maquinaria de
formacion de vesiculas dependiente de clatrina. Este motivo se encuentra
conservado en protistas, levaduras y metazoarios, sus secuencias consenso son
DXXLL y [D\E]JXXXL[L\I] y se encuentran en las regiones citosélicas, ya sea del amino
o carboxilo terminal, en proteinas con uno o varios segmentos transmembranales
(Bonifacino & Traub, 2003). Esta sefal se encarga de la clasificacién y transporte de
diversas proteinas transmembranales a endosomas tardios y lisosomas, asi como a
compartimentos endolisosomales especializados tal como los compartimentos
endociticos para el procesamiento de antigenos, granulos sindpticos densos,
vesiculas que se liberan con estimulos y los premelanosomas y melanosomas.

Existen reportes donde mutan las leucinas y/o el residuo acido del motivo por
alaninas y asi evitan la internalizacion de las proteinas por endosomas y promueven
su transporte hacia la membrana plasmatica (Johnson & Kornfeld, 1992; Chen et al.,
1997; Augustin et al., 2005; Vergarajauregui & Puertollano, 2006; Flessner & Moley,
2009; Feliciangeli et al., 2010). Uno de los reportes mas interesantes es el de los
canales de K" TWIK-1, que por mucho tiempo se creyd que eran canales no

funcionales ya que no se podia detectar corriente cuando eran expresados



heterdlogamente (Feliciangeli et al., 2015). Estos canales tienen un motivo
[D\EJXXXL[L\I] en su extremo carboxilo por lo que el canal se encuentra secuestrado
en vesiculas intracelulares ya que constitutivamente es endocitado, al mutar los
residuos del motivo se incrementd el nimero de canales que llegaban a la
membrana plasmatica y por lo tanto se pudo registrar la corriente de TWIK-1
(Feliciangeli et al., 2010). Aunque por el disefio del plasmido EPAC-mAmetrine1.2-
pDisplay, el motivo [D\E]JXXXL[L\]] quedaria del lado extracelular (por lo que la sefal
de internalizacién quedaria fuera del alcance de AP-2), podria ser que durante el
transito a la membrana plasmatica el motivo evite que llegue a su destino
funcionando como un motivo de retencion. Por tal razon, seria interesante mutar el
motivo [D\EJXXXL[L\I]] de EPAC-mAmetrine1.2-pDisplay para poder concluir si es
posible realizar los ensayos de interaccion molecular con las proteinas quiméricas

expresadas en la superficie celular.

8. 3. Proteinas con CNBD no caracterizados en el espermatozoide

Como se mencioné brevemente en la introduccién, dependiendo de la
especie, algunas de las entidades moleculares involucradas en la fecundacién tienen
un dominio tipo CNBD, lo que indicaria una regulacion directa por nucledtidos
ciclicos. Una de estas proteinas es el spHCN1 el cual se encargaria de despolarizar
la membrana plasmatica en los espermatozoides de erizo de mar, este canal ibnico
es activado por hiperpolarizacién y esta regulado de manera especifica por AMPc,
ya que su K,, de activacion es de 0.7 pM para este nucleodtido y es 10,000 veces
mas selectivo a AMPc que a GMPc (Gauss et al., 1998). De manera interesante, en el
laboratorio del Dr. Darszon, se descubrioé un paralogo de esta proteina a la que se le
denomind spHCN2 pero sus corrientes iénicas no han sido descritas (Galindo et al.,
2005).

Los CNBDs de estas dos proteinas, tienen una identidad de secuencia

proteica del 44% y una similitud del 62%, ambos poseen los residuos importantes
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que definen a un CNBD candnico, es decir, conservan las glicinas de las asas
(aminoéacidos estructurales), el acido glutamico del PBC (forma un puente de
hidrégeno con el grupo 2’0OH de la ribosa) y lo mas importante, conservan la arginina
del PBC (la cadena lateral de este residuo interacciona directamente con uno de los
oxigenos exociclicos del fosfato ciclico).

En uno de los proyectos del grupo se quiso utilizar el CNBD del spHCN2 para
construir un sensor fluorescente de AMPc, lamentablemente esto no se logré debido
a que no se pudo detectar la interaccién entre este CNBD y el AMPc (Monroy, 2016).
Sin embargo, existe un reporte de un CNBD bacteriano presente en el canal ibénico
MiotiK, el cual esta relacionado con la familia de canales i6nicos HCN (como el
spHCN2). Su afinidad por AMPc es tan alta (K, ~60 nM) que, incluso después de ser
purificado, la molécula de AMPc sigue unida al dominio (Cukkemane et al., 2007). En
relacion a lo anterior, cuando cristalizaron la region citoplasmatica del canal
observaron que el CNBD se encontraba con un AMPc unido aunque el proceso de
cristalizacion se llevd a cabo en ausencia de éste (Clayton et al., 2004). Para estudiar
la conformacién libre de AMPc trataron de romper la interaccion y sometieron a la
proteina purificada a una didlisis extensa, pero sus esfuerzos fueron en vano.
Posteriormente, Cukkemane y colaboradores desnaturalizaron este CNBD vy
observaron que mas del 80 % de los CNBD estaban unidos a AMPc después de la
purificacién (Cukkemane et al., 2007).

Al revisar la secuencia del CNBD spHCN2 nos percatamos que en el PBC hay
dos R contiguas y que tiene una R en la hélice aC, la cual estd conservada
solamente en los CNBD de alta afinidad como el spHCN1, MlotiK y el mHCN2
(Cukkemane et al., 2011). Por lo que seria interesante realizar el ensayo de unién con
el dominio renaturalizado.

Ademas de los ya mencionados spHCN1 y spHCN2, seria interesante

caracterizar los CNBD del sNHE de erizo de mar y mamifero (ratéon y humano) para



su comparacion, ya que la secuencia del sNHE del erizo de mar indica que puede
ser un CNBD canonico pues conserva el patrén de aminoacidos hidrofébicos, las
glicinas estructurales y un PBC bona fide. En cambio, las secuencias de los CNBD
de humano y ratén no tienen un PBC conservado, en el caso del de humano carece
de la R importante para la interaccion con el AMPc (en su lugar tiene una metionina)
y en el caso del PBC ratén hay una R, pero no se encuentra en la misma posicién
dentro del asa del PBC. Esto implicaria que los CNBD del sNHE de ratén y humano
podrian tener una baja afinidad a AMPc (K,>100 pM), mientras que el de erizo de
mar podria tener una afinidad en el rango de submicromolar a micromolar. Esta
diferencia en las afinidades concuerda con una de las hipétesis actuales del campo,
la existencia de nanodominios en el flagelo del espermatozoide de mamifero. Esta
hipotesis propone que las entidades importantes para el mantenimiento del batido
flagelar se encuentran agrupadas en el flagelo, estas entidades son el sNHE, la ACs
y Catsper. Se propone que al estimularse la ACs por HCO,", la concentracion de
AMPc es muy alta en las inmediaciones de la enzima por lo que el AMPc seria capaz
de activar el CNBD de baja afinidad del sSNHE, hay que recordar la intima interaccién
que existe entre estas dos proteinas. Al activarse el sSNHE permite la entrada de Na*
y la salida de H*, por lo que crea una zona con pH alcalino el cual activaria a
Catsper. La existencia de nanodominios de pH se ha comprobado para los canales
Hv (De-la-Rosa et al., 2016), que a pesar de ser canales idnicos su conductancia es
muy baja, por lo que seria posible que lo mismo estuviese ocurriendo para el SNHE.
Por otra parte, en el erizo de mar, el tetraKCNG es activado por GMPc y es
selectivo a K*, esta formado por 4 repeticiones de 6 segmentos transmembranales
cada una. Cada repeticion esta formada, por dos dominios transmembranales, el
primero comprende del segmento 1 al 4 (S1-S4) y es el dominio sensor de voltaje, el
segundo dominio va del S5-S6 y se denomina dominio formador del poro, los

extremos amino y carboxilo de cada repeticién se encuentran del lado citosélico y
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en este Ultimo se encuentra un CNBD en cada repeticién (Galindo et al., 2007); este
arreglo de dominios es muy parecido al de los canales iénicos CNG y HCN, sdlo que
en éstos cada repeticion es un péptido independiente, mientras que en los
tetraKCNG las 4 repeticiones se encuentran en la misma cadena peptidica tal como
sucede en los canales Cav y Nav. Otra diferencia importante con los canales CNG
eucariontes es que los tetraKCNG necesitan Unicamente de la unién de una sola
molécula de GMPc al CNBD de la tercera repeticion para activarse (Striinker et al.,
2006; Bonigk et al., 2009), en cambio los CNG necesitan de al menos dos GMPc.
Recientemente se publicd un articulo sobre el tetraKCNG del pez cebra,
donde éste no es activado por GMPc ni ningun otro NMPc sino por pH a pesar de
que el CNBD de su tercera repeticién parece ser un CNBD candnico (Fechner et al.,
2015). De manera interesante, se encontro en la secuencia del C-linker, la parte de la
proteina que une al CNBD con el dominio del poro, un inserto de 42 aminoacidos
gue no existe en el tetraKCNG de erizo de mar ni ningun otro canal CNG o HCN, por
lo que podria ser el responsable de evitar la transmisién de la sefial del CNBD al
poro cuando el GMPc se une, pero para confirmar o rechazar esta hipotesis es

necesario determinar primero la afinidad al GMPc del CNBD aislado.



9. CONCLUSIONES

1) El ensayo de union utilizando una proteina con corrimiento de Stokes
grande fue exitoso, lo que valida a mAmetrine 1.2 como donador para el aceptor Dy-
547 como un nuevo par FRET funcional, el cual podria usarse en otro tipo de
ensayos.

2) No hay excitacion basal del aceptor al realizar el ensayo de unién con el par
FRET mAmetrine 1.2 y Dy-547.

3) Se determind por primera vez el tiempo de vida media (7) de mAmetrine 1.2,

el cual fue de 3.8 ns.
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10. PERSPECTIVAS

1) Sintetizar un anédlogo fluorescente de AMPc con Cy3B, y realizar el ensayo
de unién con este nuevo andlogo utilizando como aceptor a mAmetrine 1.2.

2) Para hacer mas robusto el método, clonar los CNBDs que ya se sepa que
interaccionan con AMPc (como el de PKA, CAP, MlotiK, spHCN1, etc) y realizar los
ensayos de unién, obtener su constantes de disociacion (K,) por competencia y
compararlas con las reportadas.

3) Evaluar con nuestro ensayo de union los CNBDs no caracterizados de las
proteinas especificas del espermatozoide como el tetraKCNG de pez cebra y el
sNHE de erizo de mar, ya que ambos conservan los aminoacidos esenciales para la
interaccion con el AMPc. Ademas realizar el ensayo de unidon con la proteina
quimérica spHCN2-mAmetrine1.2 renaturalizada para poder descartar la presencia
de AMPc unido al CNBD desde la purificacién tal como sucede con el CNBD de
MiotiK.

4) Mutar los residuos del motivo de dileucina ([DEJXXXL][LI]) de la construccién
EPAC-mAmetrine1.2-pDisplay, para corroborar experimentalmente si esta secuencia
es la responsable de secuestrar a la proteina quimérica en las vesiculas
intracelulares.

5) Del mismo modo, redisefar esta construccion (EPAC-mAmetrinel.2-
pDisplay) para eliminar las secuencias que codifican para los epitopos de
hemaglutinina y Myc, para evaluar si la expresion y el despliegue en la membrana
celular mejora con estas modificaciones.

6) Probar el par FRET mAmetrine1.2 — Dy-547 (y/o Cy3B) en otro tipo de

interaccion intermolecular.
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12. INFORMACION SUPLEMENTARIA

12. 1. Materiales
12. 1. 1. Medios y soluciones

» Medio lisogénico liquido (LB liquido): También conocido como Luria-Bertani.

10 g de bactotriptona, 5 g de extracto de levadura y 10 g de NaCl disueltos
en 1 L de agua destilada, posteriormente se ajusta el pH a 7.5 y se esteriliza
por autoclave.

» Medio LB sdlido: 15 g de agar disueltos en 1 L de medio LB liquido.

* Medio ADMEM suplementado: Medio Eagle modificado de Dulbecco

avanzado (ADMEM por sus siglas en inglés; Gibco, Invitrogen) suplementado
con antibidticos 1 % (estreptomicina y penicilina) y suero fetal bovino 10 %
(FBS por sus siglas en inglés; Gibco, Invitrogen).

« Antibidticos para biologia molecular:

Concentracién de stock Concentracién de trabajo

Ampicilina 100 mg/mL 100 pg/mL
Kanamicina 50 mg/mL 50 pg/mL

» Amortiguador TAE 50 X: EDTA 100 mM, Tris base 2 M, acido acético glacial
1 M, pH 8.5.

» Amortiguador de carga para gel de agarosa 6 X: Glicerol 30%, EDTA 60 mM,
azul de bromofenol 0.03%, Tris-HCI 20 mM.

» Solucién de CaCl, para la preparacion de células competentes: CaCl, 75 mM

y 15% de glicerol, se esteriliza por autoclave.

* Solucion de lavado para purificacion de proteina: Tris-HCI 10mM, NaCl 150
mM, pH 7.4.

» Solucion de sonicacion para purificacion de proteina: Tris-HClI 10mM, NaCl
100 mM, pH 7.4.

« Solucién para equilibrar la columna de niquel (S1): Tris HCI 10mM, NaCl 300
mM, pH 7.4.
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« Solucién de lavado para purificacion de proteinas (S2): Tris HCl 10mM, NaCl
300 mM, imidazol 50 mM, pH 7.4.

* Solucidén de elucion para purificacion de proteinas (S3): Tris HClI 10mM, NaCl
300 mM, imidazol 250 mM, pH 7.4.

e Solucién para dializar proteina: Tris HCI 10 mM, pH 7.4.
« Amortiguador de carga de proteinas 3 X: SDS 10%, glicerol 40%, EDTA 3

mM, 200 mM Tris-HCI pH 6.8, B-mercaptoetanol 5%, azul de bromofenol
0.03%.

» Amortiguador pH 8.8 para gel separador de poliacrilamida: 1.5 M Tris-HCI, 8
mM Na,EDTA, 0.4% SDS.

 Amortiguador pH 6.8 para gel condensador de poliacrilamida: 0.5 M Tris-
HCI, 5 mM Na,EDTA, 0.4% SDS.

» Gel condensador al 4.5 % de acrilamida: 1 mL del amortiguador para gel

condensador de poliacrilamida pH 6.8, 0.6 mL de la solucién acrilamida-
bisacrilamida, 2.5 pL de tetrametiletilendiamina (TEMED), 37.5 yL de APS, se
afora con agua hasta 4 mL.

» Gel separador al 10 % de acrilamida total: 2.5 mL de buffer pH 8.8 para gel

separador de poliacrilamida, 3.3 mL de solucién de acrilamida-bisacrilamida,
6uL de TEMED, 120 pL de APS.

* Solucién de acrilamida: Acrilamida 30%, Bis-acrilamida 0.8%

» Solucién de Coomassie para tefir geles: 0.5% azul de Coomassie, 50%

metanol, 5% acido acético.

» Solucidén para destenir geles: 20% metanol, 7.5 % acido acético.




12. 1. 2. Enzimas

» Enzimas de restriccidon (Thermo Scientific)

Dpnl
Stock Volumen Concentracién final
Amortiguador Tango 10X 3L 1X
DNA 500-1,000 ng x yL ~30 ng/uL
Enzima Dpnl 10 U/pL 2L 0.6 U/uL
H,O libre de nucleasas Aforar a 30 pL
BamHI-Hindlll
Stock Volumen Concentracién final
Amortiguador BamHI 10X 3L 1X
DNA 500-1,000 ng x yL ~30 ng/uL
Enzima BamHI 10 U/uL 2 uL 0.4 U/uL
Enzima Hindlll 10 U/pL 4 uL 0.8 U/uL
H,O libre de nucleasas Aforar a 50 pL
Nhel-BamHI
Stock Volumen Concentracién final
Amortiguador Tango 10X 3L 1X
DNA 500-1,000 ng x yL ~30 ng/uL
Enzima Nhel 10 U/pL 2L 0.4 U/uL
Enzima BamHI 10 U/uL 2 UL 0.4 U/pL
H,O libre de nucleasas Aforar a 50 pL
Nhel-Sacll
Stock Volumen Concentracién final
Amortiguador B 10X 3L 1X
DNA 500-1,000 ng x yL ~30 ng/uL
Enzima Nhel 10 U/pL 2L 0.4 U/uL
Enzima Sacll 10 U/pL 2L 0.4 U/uL

H,O libre de nucleasas

Aforar a 50 pL
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Hindlll-Xhol

Stock Volumen Concentracién final
Amortiguador R 10X 3L 1X
DNA 500-1,000 ng X L ~30 ng/pL
Enzima Hindlll 10 U/pL 2L 0.4 U/uL
Enzima Xhol 10 U/pL 2L 0.4 U/uL
H,O libre de nucleasas Aforar a 50 pL

* Enzima ligasa del fago T4 (Thermo Scientific)

Stock Volumen Concentracién final
Amortiguador para ligasa 10X 3 uL 1X
Vector 30 fmoles X hL 1 fmol/pL
Inserto 150 fmoles X hL 5 fmol/uL
Ligasa T4 5 U/uL 2L 0.3 U/puL
H,O libre de nucleasas Aforar a 30 pL

* DNA polimerasa Vent (New England Biolabs)

Mezcla de reaccion

Concentracion Concentracion
del stock Volumen final
Amortiguador ThermoPol 10X 5L 1X
Desoxinucledtidos (ANTPs) 10 mM 1L 200 uM
Oligonucleétido 5’ 3 uM 5uL 300 nM
Oligonucleétido 3’ 3 uM 5uL 300 nM
DNA (templado) ~30 ng/pL 1L 0.6 ng/pL
DNA polimerasa Vent 2 U/uL 0.8 uL 0.03 U/pL
MgSO, 100 mM 1.5 L 3mM
H,O libre de nucleasas Aforar a un volumen final de 50 L
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Condiciones del protocolo de PCR

Paso Temperatura Tiempo
Desnaturalizacién inicial 95 °C 3 min
Desnaturalizacion 95 °C 30s
30 ciclos Alineamiento Tm 30s
Extension 72 °C 60 s/kb
Extension final 72 °C 5 min
Mantenimiento 4°C oo

* DNA polimerasa Phusion (Thermo Scientific)

Mezcla de reaccién

Concentracion

Volumen

Concentracion

del stock final
Amortiguador Phusion HF o GC 5X 10 pL 1X
dNTPs 10 mM 1L 200 uM
Oligonucleétido 5’ 3 uM 5uL 300 nM
Oligonucleétido 3’ 3 uM 5uL 300 nM
DNA (templado) ~30 ng/uL 1L 0.6 ng/uL
DNA polimerasa Phusion 2 U/uL 0.8 uL 0.03 U/pL

H,O libre de nucleasas

Aforar a un volumen final de 50 pL

Condiciones del protocolo de PCR

Paso Temperatura Tiempo

Desnaturalizacion inicial 98 °C 5 min

30 ciclos Desnaturalizacién 98 °C 30s

(PCR usual) Alineamiento 55 °C 30's

o 18 ciclos
(mutaciones) Extension 72 °C 30 s/kb
Extensidn final 72 °C 10 min
Mantenimiento 4 °C oo
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12. 1. 3. Oligonucledétidos

Funcidén

Secuencia (5’'2>3’)

Tak 090R

Tak 103F

Tak 178F

Tak 194F

Tak 197R

Tak 225F

Tak 226R

Tak 291R

Agrega el sitio de restriccién Hindlll al
extremo 3' de las proteinas fluorescentes

Agrega el sitio de restriccién Nhel al extremo

5' de EPAC-mAmetrine 1.2

Agrega el sitio de restriccién BamH]I al

extremo 5' de las FPs

Agrega el sitio de restriccién Sacll al vector

pDisplay

Agrega el sitio de restriccién Sacll al
extremo 3' de EPAC-Ametrine 1.2

Cebador directo para la mutacion de R279E

en el PBC del CNBD de EPAC |

Cebador reverso para la mutacion de R279E

en el PBC del CNBD de EPAC |

Agrega el sitio de restriccién Nhel al vector

pDisplay

GGA AGC TTA CTT GTA CAG
CTC GTC CAT G

GGC TAG CGA ATT CGA
GGAGTTGGC C

CCC GGA TCC GAT GGT
GAG CAA GGG CGAGGA G

GTC CCG CGG GGT GGT
GGT AGC GGC GGT GGC
CTG CAG GTC GAC GAA CA

CCC CCG CGG CTT GTA
CAG CTC GTC CAT G

GCA CCC GAA GCA GCC
ACC ATC ATC

GGC TGC TTC GGG TGC
GTC ATT CA

GCC GCT AGC AGC AGG
TTG GGC CCC AGC ATA ATC




12. 1. 4. Plasmidos

Nombre Resistencia Construido por
EPAC-CFP-pRSETb Amp’ Biol. Carmen Santana-Calvo
mAmetrine-pRESTb Amp' M. en C. Yoloxochitl Sanchez-

Guevara

. . Dr. Robert Campbell (Addgene
pBAD-mAmetrine 1.2 Amp #42171)
pDisplay-CFP Amp' Dra. Alice Ting (Addgene #20861)
EPAC-mAmetrine-pRSETb Amp’ Biol. Carmen Santana-Calvo
EPAC-mAmetrine 1.2-pRSETb Amp’ Biol. Carmen Santana-Calvo
EPACg,7e-mAmetrine1.2 pRSETb Amp' Biol. Carmen Santana-Calvo
mCherry-stop-mAmetrine 1.2- r . )

oRSETb Amp Biol. Carmen Santana-Calvo
pDisplay-EPAC-mAmetrine 1.2 Amp' Biol. Carmen Santana-Calvo
PDisplay-EPACgz7ee-mAmetrine Amp' Biol. Carmen Santana-Calvo

1.2
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*EPAC-CFP-pRSETb

- Bam HI

EPAC-CFP-pRSETD
4015 bp

" Hindill

Posicié
Promotor T7 20.38
RES 70.82
6Hs 12136
CNBD de EPAC | 137.642
CFpP 64313682
T7 torminator 1430 1477
LacZ alpha 15041572
F1On 15011897
AmpA promoter 2088 2188
AmpR 21603020
PUC Ori 3191.3779
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e mAmetrine-pRSETb

mAmetrine-pRSETb
3580 bp

Proenotor T7 20.38
RBS 70.92

6H 12129
Xpress{TM) tag  130..182
T7 gene 10 leader 133165
mAmairing 196.918
T7 terminator 9951042
LacZ alpha 1065..1137
F10d 1156, 1462
AmpA promoter 16201724
AmpR 1923 2882
pUC On 2756 3344
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e pPBAD-mAmetrine 1.2

pBAD-mAmetrine1.2
4791 bp

Promotor araBAD 1.285
6Ha tag 331..355
T7 tag (gene 10 leader) 352384
Xpress tag 388.411
mAmatrne 1.2 427. 1146
rnB T1 sermminator 1362 1448
mnB T2 serminator 1540 1567
AmpR promoter 15861677
AmpR 17472538
pUC Ori 2683 3386
bom 3483 3623

araC J88T 4765
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e pDisplay-CFP

Poscitn
Promotor CMV 1.568
CMV anhancer 10..380
Promotor T7 638 656
Peptdo senal de ig-kappa 737.799
Epitopo MA 800841
CFP 8451633
Epitopo Myc 1634..1675
Dominio trarsmembranal de PDGFR 1676..1828
bGH poly(A) signal 1853..2077
pUC Ori 2150.2823
HSV TK poly(A) signal 328 73
NeoR/KanH 3138 4193
SV40 promoter 4228 4588
SV40 on 4242 4380
AmpR 46515310
AmpR promoter 5509.5613

F1 Oni 56575063

Tak 2R
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e EPAC-mAmetrine-pRSETb

EPAC-mAmetrine-pRSETb
4015 bp

Posicion
Promotor T7 20.38
ABS 70,52
6H 112.138
CNBD de EPAC | 37..642
mAmetnne 643 1382
T7 terminator 14301477
LacZ alpha 15041572
F10¢ 15811887
AmpHA promoter 2055, 2159
AmpR 2358 3017

ColE1 origin NS .ara7
pUC Onl 3191 3
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e EPAC-mAmetrine 1.2-pRSETb

Promotc RBS

_—Tak 103F
< Nhe 1

Tak 225F
D < __Tak 226R

i Bam HI

EPAC-mAmetrine 1.2-pRSETb
4015 bp

| Yak 197R
Hind111

Posicion
Promotor T7 20.38
HBS 70.92
6H 112.136

CNBD de EPAC | 137 642
mAmetnne 1.2 643 12862
T7 terminator 1430..1477

LacZ alpha 1504..1572
F1 Oni 15011897
AmpA promater  2085.2158
AmpR 2358 3017
ColE1 origin INS5.3797
pUC Oni 319137719
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* EPACg,,5c-mAmetrinel.2 pRSETb

Promotor T7

EPACrzrse-mAmetrine1.2 -pRSETb
4015 bp

\
- Tak 197R
Hindill

Posscitn

Prossolor T7 2038
ABS 70.82

6 112.136
EPAC RITOE 137 842
mAmetnne ' 2 6431262
T7 fermnator 1430 1477
LacZ aipha 1504 1572
F10On 1581 1887
AmpH promoter 2085 2158
AmpR 2358 3017

ColE1 ongin ans arsy
pUC On 81378



e pDisplay-EPAC-mAmetrine 1.2

Proamotor CMV
CMV anhancer
Promotor T7

Peptdo senal de ig-kappa

CNBD EPAC
mAmetrine 1.2
Epitopo Myc
Dominio TM de PDGFR
bGH poly(A) signal
pUC Ori

SV40 promoter
SV40 on

F10n

£LAT
gggzasﬁgg

TR
SSEEEREEY
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e pDisplay-EPACg,,oc-mAmetrine 1.2

Promotor CMV

CNV enhancer
Promotor T7
Peptdo senal de ig-kappa

CNBD EPAC RAE
mAmetrre 1.2
Epfopo Myc
Doming TM de PDGFR
OGH poly(A) signal
pUC On

SN promoter
SN on

AmpH promoter
F10n

1.586
10.388
638 656
TI7.799

843 1348

13452065
20686 2134
2135 2287
2312.255%
2606 3282
35497 4852
AE8T 5047
4701 483
51105760
6116 85422
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Figura suplementaria 1. Preparacion del plasmido EPAC-mAmetrine-pRSETb.
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Figura suplementaria 2. Preparacién del plasmido EPAC-mAmetrinel.2-pRSETb
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Figura suplementaria 3. Espectros de fluorescencia de EPAC-CFP y 8-[Fluo]-AMPc.

En la parte de arriba se muestran los espectros de excitacion (linea discontinua) y de emisién (linea sdlida)
de EPAC-CFP y 8-[Fluo]-AMPc. En el panel de abajo se muestra la sobreposicién del espectro de emision
del donador con el espectro de excitacion del aceptor.

136



' gy

_sliad LT m:nr:lig

ﬂtm-lﬂuummemniuun

teprrn o st o-setea st
uuu-uﬂol«tﬂuuuuuu-mu m

'.I.l‘f...l.l'.l.li mm

T3 m—
1§

con Dpni

e
i
|
i

D Y T Y E STl
s tnaa " abiad oL C O AGC CALTATTATECYS

Figura suplementaria 4. Preparacion del plasmido EPACg,7ge-mAmetrinel.2-pRSET
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Tah 1030

Tak 194F
Tak 291R

Digestion
NhefHindill NhehHind!ll

Figura suplementaria 5. Preparacion del plasmido pDisplay-EPAC-mAmetrinel.2
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Tak 194F Tak 103F
Tak 261R Tak 187R

Figura suplementaria 6. Construccion de pDisplay-EPACg,7oe-mAmetrinel.2.
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Figura suplementaria 7. Prueba piloto del ensayo de unién en células CHO transfectadas con
pDisplay-EPAC-mAmetrinel.2
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Figura suplementaria 8. Apagamiento de la fluorescencia de EPAC-mAmetrinel.2 y EPAC-CFP por

Cu2+
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APENDICE

Desarrollo de un método de clonacion que permite la seleccion por
color de colonias positivas para plasmidos del tipo CNBD-
mAmetrine 1.2

Como se menciond en el trabajo, el uso de las proteinas fluorescentes ofrece
una clara ventaja para la seleccién de clonas positivas. Es por ello, que decidimos
preparar un sistema de seleccion basado en el color para la preparacion de futuros
plasmidos con CNBDs de distintas proteinas. Para omitir el paso de la adquisicién
de los espectros de los inéculos de las posibles candidatas, decidimos utilizar a
mCherry, la cual es una proteina fluorescente derivada de DsRed y a simple vista se
puede diferenciar de mAmetrine1.2 tanto por el color que refleja, como por su

fluorescencia.

== ™
| / -

Nhe |
Bam HI

-~

/

Digestion

Colonia negativa
Sistema de seleccion basado en el color de las colonias. La figura muestra que la construccién de los
plasmidos tipo CNBD-mAmetrinel.2 se realiza mediante el intercambio, mediante los sitios de restriccion
Nhel y BamHI, del “cassete” de mCherry-coddn de paro por la secuencia que codifica al CNBD, por lo que si

el marco de lectura es correcto las colonias positivas seran las verde-amarillas (por mAmetrinel.2) y las
negativas las moradas (por mCherry).

Por ello disefiamos una construccién que en lugar de CNBD tuviera la

secuencia de mCherry, un codén de paro y la secuencia de mAmetrine 1.2. De esta
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manera las colonias con ese plasmido se verian de color magenta y con
fluorescencia roja, mientras que las colonias portadoras de plasmidos tipo CNBD-

mAmetrine1.2 serian amarillas.
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+ Preparacion del plasmido mCherry-stop-mAmetrine 1.2-pRSETb

En el plasmido EPAC-mAmetrine 1.2-pRSETDb, la secuencia que codifica para
el CNBD de EPAC | se encuentra flanqueada por los sitios Nhel y BamHI, por lo que
decidimos cambiar ese “cassette” por el del gen de mCherry mas un codén de paro.
Para agregar las secuencias del codon de paro y los sitios de restriccion a mCherry
preparamos oligonucleétidos especificos para realizar la PCR. A este plasmido lo
nombramos mCherry-Stop-mAmetrine 1.2-pRSETb y servirA como base para

preparar nuevos plasmidos del tipo CNBD-mAmetrine 1.2.

A PCR Kb Vector
mCherry q Purif. kb 1 2 3 4

10 L m—
L —
| ——
| ——
p X —
1.5
| ———

075

Luz blanca Sin iluminacion

Preparacion del plasmido mCherry-Stop-mAmetrinel.2-pRSET. En el gel de la izquierda del panel A se
muestra el producto de la amplificacion de mCherry con los cebadores Tak141lF y Tak116R, los cuales
afaden, los sitios de restriccion Nhel y codén de paro-BamHI en los extremos 5’ y 3’ respectivamente. En el
gel de la derecha se muestra una banda correspondiente al vector pPRSETb mas mAmetrinel.2 purificado
tras la digestion del plasmido EPAC-mAmetrinel.2-pRSET con las enzimas de digestion Nhel-BamHI para
su posterior ligaciébn con mCherry. El panel B muestra las colonias con el plasmido mCherry-Stop-
mAmetrinel.2-pRSETb resultantes de la transformacion de células de E. coli de la cepa JM109(DE3) con la
reaccion de ligacion. El panel C muestra el patrén de restriccion de Nhel-Hindlll de plasmidos aislados de
las colonias del panel B; en todos los casos corresponde al patron esperado de las colonias positivas,
donde la banda méas grande corresponde al vector pRSETb (~2.8 kb) y la de 1.5 kb a dos proteinas
fluorescentes (mCherry-stop-mAmetrinel.2).
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¢+ Ejemplo de preparacion de un plasmido tipo CNBD-mAmetrine 1.2
utilizando el método de seleccion por color

Para probar nuestro método de seleccion por color, utilizamos el CNBD del
canal iénico flagelar del erizo mar Strongylocentrotus purpuratus spHCN2, ya que
hace afos fue clonado en el laboratorio pero no se tienen registros
electrofisiolégicos ni se sabe si su CNBD es funcional.

Para intercambiar el “cassette” de mCherry-stop por el del CNBD de spHCN2
disefiamos oligonucleétidos especificos que flanquean al CNBD del canal y
agregaran los sitios de restriccion Nhel-BamHI. Digerimos el producto de PCR vy el
vector por separado con las enzimas Nhel-BamHI para su posterior ligacién vy

seleccion por color. Una vez preparado el plasmido se confirmdé por patron de

digestién y por secuenciacion.

spHCN2-mAmetrine1-2

No Nhel No Nl
Dig. Hingil D Hngdlll

No

Nmel
O

IR
I

Preparacion de spHCN2-mAmetrinel.2. En el panel A se muestra el producto de la reaccién de PCR con
los cebadores Tak31F y Tak30R para levantar el CNBD de spHCNZ2 afadiendo los sitios Nhel y BamHI en
sus extremos (~400 pb). El gel de la derecha muestra la banda correspondiente al vector pRSETb mas
mAmetrinel.2 resultado de la digestion del plasmido mCherry.stop-mAmetrinel.2 con las mismas enzimas.
El panel B muestra el patron de digestiébn con las enzimas Nhel-Hindlll esperado para spHCN2-
mAmetrinel.2, donde la banda mas grande corresponde al vector (2.8 kb) y la pequefia (~1.1 kb) al CNBD
de spHCN2 unido a mAmetrinel.2.
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Oligonucléotidos

Funcidén

Secuencia (5’2 3’)

Agrega el sitio de restriccién BamHI al extremo GCG GAT CCG AAT CGA TGG

Tak 030R 3' del CNBD de spHCN2 TGT TGA GAC GT
Tak 031F Agrega el sitio de restriccién Nhel al extremo 5' GCG CTA GCA ACA ACT TCA
del CNBD de spHCN2 TAA CAA AGG TCAACTTC
Tak 116R Agrega un codoén de paro y el sitio de GGT GGA TCC TTA CTT GTA
restricciéon BamHI en el extremo 3' de las FPs  CAG CTC GTC CAT GCC
Tak 141F Agrega el sitio de restriccién Nhel al extremo 5' CCG GCT AGC ATG GTG AGC
de las FPs AAG GGC GAG GAG
Plasmidos
Nombre Resistencia Construido por
mCherry-pRSETb Kan' Biol. Carmen Santana-Calvo
195C-spHCN2-173V-pRSETb Amp' M. en C. Yoloxdchitl Sanchez-Guevara
EPAC-mAmetrine 1.2-pRSETb Amp' Biol. Carmen Santana-Calvo
mCherry-stop-mAmetrine 1.2- r . )
oRSETb Amp Biol. Carmen Santana-Calvo
spHCN2-mAmetrine 1.2-pRSETb Amp' Biol. Carmen Santana-Calvo
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Construccion del plasmido mCherry-STOP-mAmetrine1-2-pRSETb
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Preparacién del plasmido spHCN2-mAmetrine1.2
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emCherry-pRSETb

Promotor T7
RBS

mCherry

T7 terminator
F10Orni
Promotor KanR
KanR

pUC Oni

Posicién
20..38
67..89
108,815
885.032
1046..1352
1510..1614
1620..2429
2600..3188

mCherry-pRSETb KanR

3424 bp

- Tak 116R



*195C-spHCN2-173V-pRSETb

195C-spHCN2-173V

4723 bp

—— BamHI
Tak 030R

Pasicitn \ \
:nsmﬁ 20.38 \ N\
70.92 \
B+ 112.130 ' EcoRl
T7 tag (gene 10 leader) 133165 Hindlll
Xpross(TM) tag 166162
cp195 CFP 208 939
spMCN2 8401341
cp173 Venus 1342 2061
T7 teeminator 2138.2185
LacZ sipha 22122280
F10On 2200, 2605
AmpR promoter 2763, 2867
AmpR 3066..3725

pUC Ori 38004487
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e mCherry-stop-mAmetrine 1.2-pRSETb

_BamHI
~ BTOP
mCherry-STOP-mAmetrine1.2-pRSETb
4232 bp
“Hindil

Posicon
Prometor T7 20.38
R8BS 70 92
6+ 112.136
mCherry 142,849

STOP codon B850, B85S
mAmetring 1.2  B680,.1579
T7 lesmnaior 1647 .. 1604

LacZ slpha 1721.1788
F1 On 1808,.2114
AmpR promoter 2272 2376
AmpR 2675..3234
ColE1 origin 3332 4014
pUC Oni 3408..3996



*spHCN2-mAmetrine 1.2-pRSETb

20.38
70.92
112..140
141.537
538 1257
1325 1372
1399, 1467
1486..1792
1850, 2064
2253.2912
3010..3692
3086..3674

spHCN2-mAmetrine 1.2-pRSETb

3910 bp
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