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Resumen

Las sefiales de calcio son utilizadas por una enorme varigdeaélulas para
regular procesos tan distintos como la fertilizacion o laene celular, entre mu-
chos otros. La versatilidad del ibn calcio como agenteaksddor se basa en la
gran diversidad de comportamientos que su concentraciédepdesplegar dentro
de las células. Desentrafar la compleja trama de mecasigoe determinan dichos
comportamientos es un enorme desafio que requiere la nambn de estrategias
multiples tanto experimentales como de modelado. Enquéati, el amplio rango
de escalas espaciales y temporales involucradas no puedeaseado con un Uni-
co tipo de experimentos y es entonces que la elaboraciérodelos que permitan
conectar observaciones dispares se vuelve indispen®aletro lado, para que los
modelos puedan cumplir este rol es necesario contar canastines confiables,
idealmente obtenida® situ, de algunas de las cantidades que caracterizan a los
fendomenos fisicos y quimicos involucrados en las sshd@l objetivo de esta Tesis
ha sido avanzar en la obtencion de estas estimacionestasalealizando experi-
mentos opticos y desarrollando el marco tedrico neaegatia extraer informacion
cuantitativa de los mismos.

Una de las propiedades pobremente caracterizadas es &altagae el calcio se
transporta dentro de las células. Existen distintasgd¢ésropticas para estimar coe-
ficientes de difusion, entre las que se encuentran la espeopia de correlacion de
fluorescencia (FCS) o la recuperacion de fluorescencifoti@danqueo (FRAP). La
aplicacion de las mismas al caso del calcio no es totalnuirgeta, ya que este ibn
no solo difunde al entrar al citosol a travées de canales@fpos, sino que también
reacciona con distintas sustancias (“buffers”) que poseenélulas. Para describir
este tipo de transporte es posible definir coeficientesiedscigue contienen infor-
macion sobre la difusion y las reacciones. Estudiosmpielires habian mostrado la
existencia de mas de un coeficiente de este tipo. Una de héisbeaiones de esta
Tesis ha sido estudiar de forma detallada la informacién egiposible extraer a
partir de experimentos de FCS en donde la sustancia obsedifadde y reacciona.
En particular, se demostro que las técnicas de FCS y FRisBar informacion so-
bre coeficientes distintos, que puede ser combinada pandr itéfsas de reaccion y

de difusion libre. Se realizd este estudio tedrico pa@aso en que la sustancia de



interés esta marcada fluorescentemente y cuando existé&cutas marcadas y no
marcadas en el mismo sistema. Parte de los resultados faglicados para explicar
las diferencias observadas en experimentos de FCS y FR&Rados para deter-

minar el coeficiente de difusion del producto del gen bieriégdmbriones de moscas

Drosophila melanogasteuna sustancia fundamental para el establecimiento del eje

dorsoventral en este organismo.

La aplicacion de técnicas Opticas para estudiar el pames de calcio en células
presenta dificultades adicionales. En primer lugar, lambsén de la distribucion
del calcio se hace de modo indirecto, mediante fluorbfougsrgaccionan con este
ibn y cambian sus propiedades espectrales como por ejeaypientar notablemen-
te la fluorescencia al ligar calcio. Es decir, la sustancgenkble (indicador ligado
a calcio) esta permanentemente transformandose erPatratro lado, para poder
inferir a partir de ella la distribucion de calcio libre escesario conocer propiedades
del indicador que tipicamente no son provistas por quiemesmercializan, como
por ejemplo, los coeficientes de difusion. Otra de las dauntiones de esta Tesis ha
sido establecer las bases para la determinacion de losieoédis de difusion y tasas
de reaccion del calcio y sus fluoroforos, en células. Rdrén se hicieron, en pri-
mer lugar, experimentos de FCS en distintos tipos de salasioonteniendo calcio
e indicador. Se trabajé simultaneamente en los desasrtdbricos necesarios para
el analisis de los mismos. De su aplicacion se pudieroaraenar coeficientes de
difusion y parametros de reaccion en solucion. Entseelperimentos se realizd un
subconjunto conteniendo calcio, indicador y un “buffericamhal. A partir del es-
tudio detallado de estos Ultimos se elabor6 una propulsidmo obtener estos
coeficientes en células intactas donde las propiedades dedffers” presentes son

desconocidas.

La versatilidad de las sefales intracelulares de calgienlte, entre otras co-
sas, de la distribucion espacial y de la cinética de losleara través de los cuales
los iones ingresan al citosol. Entre éstos, los receptigesositol (1,4,5)-trifosfato
(IP;R) constituyen una de las vias mas importantes para agtesim Estos canales
se encuentran en la membrana del reticulo endoplasnaatienizados en cimulos
gue se supone son de unos 100 nm de lado y que estan, a sypaeades por algu-
nos milimetros entre si. Los canales se abren cuandodiglaio e IRR el que, en

condiciones fisiolégicas, es sintetizado a partir de efdéasepresentes en la mem-



brana plasmatica cuando la célula recibe una sefal. dtahiicibn inhomogénea
de los canales junto con el efecto del calcio liberado s@bpedbabilidad de aper-
tura se combinan para dar lugar a una jerarquia de sefadegan desde las muy
localizadas hasta las ondas que viajan por toda la célaata€ con informacion
cuantitativa sobre la geometria de los cimulos y sobrénktica de los canalda
situes fundamental para entender la variedad de sefales quemerocarse. Expe-
rimentalmente es posible observar las sefiales usandaitwéfiros antes mencio-
nados e induciendo la apertura de los canales cgmjlfe es introducido en la célula
en forma enjaulada y posteriormente fotoliberado con ltravibleta. Otra de las
contribuciones del presente trabajo de Tesis ha sido diadisemplementacion de
una adaptacion relativamente barata de un microscopi@canOlympus FV1000
para realizar este tipo de experimentos. La habilidad d&drsia para fotolizar com-
puestos enjaulados fue comprobada en distintas situacexperimentales. Por otro
lado, la potencia que llega a la muestra y el tamafio de la thoménada fueron
cuantificados. Finalmente, en el trabajo se ha mostraddéamhbe con esta adapta-
cion es posible generar un estimulo preciso y controlad@®gsimultaneamente a la
obtencion de imagenes confocales de sefales de cagistrando y caracterizando
a las mismas en ovocitos d&nopus Laevis

Palabras clavesdinamica de calcio, receptores dg,IProcesos de difusion y reaccion, es-

pectroscopia de correlacion de la fluorescencia, miogiacconfocal.



Quantitative characterization of intracellular

calcium signaling

Abstract

Calcium signals are used by an enormous variety of cellsgolage processes
as diverse as fertilization or cell death, among others.vEngatility of calcium as a
signaling agent is based on the great diversity of behathartsts concentration can
display inside cells. Unveiling the complex network of macisms that determine
these behaviors is an enormous challenge that require®thkication of multiple
strategies which include experiments and modeling. Inqadar, the wide range of
spatial and temporal scales involved can not be coveredangingle type of expe-
riment, so that the development of models that can conn#fereit observations
becomes unavoidable. On the other hand, for models to fillfdirole is necessary
to have reliable estimates, ideally obtaimeditu, of some of the quantities that cha-
racterize the physical and chemical phenomena involveldarsignals. The aim of
this Thesis has been to advance in obtaining these reasiimates by performing
optical experiments and developing the theoretical fraotkwecessary to extract
guantitative information from them.

One poorly characterized property is the rate of calciumgpart inside ce-
lIs. There are several optical techniques to estimate sidfu coefficients, among
them, Fluorescence Correlation Spectroscopy (FCS) armtédunence Recovery Af-
ter Photobleaching (FRAP). Applying these techniques éactise of calcium is not
entirely straightforward, since this ion not only diffus@gen it enters the cytosol
through specific channels, but also reacts with varioustaabss (“ buffers”) inside
cells. Effective coefficients can be defined to describetiips of transport, which
contain information on the diffusion and reaction paramgetBreliminary studies
had shown the existence of more than one of these coeffici®mis contribution
of this Thesis has been a detailed study of the informatia ¢lan be obtained

from FCS experiments in which the particles observed diffasd react. In parti-



cular, it was proved that FCS and FRAP provide informatiooudhlifferent coeffi-
cients which can be combined to infer reaction and free siiffiurates. A theoretical
study was done for the case in which the molecule of inteseiiorescently labe-
led and when there are fluorescently labeled and unlabeléelcoies in the same
system. Part of the results were applied to explain therdiffees observed in FCS
and FRAP experiments, performed to determine the diffusmefficient of bicoid

in Drosophila melanogasteambryos, an essential substance for the formation of the

dorsoventral axis in this organism.

The application of optical techniques to study calcium sgort in cells offers
additional difficulties. First of all, the observation oftlealcium distribution is in-
direct, by means of fluorophores that react with this ion admahge their spectral
properties upon bindinge(g.increasing their fluorescence when they are bound to
calcium). Thus, the observable particle (indicator boundalcium) is permanently
transforming into another. On the other hand, to infer tregridiution of free cal-
cium it is necessary to know indicator properties that ateusaally provided by the
vendor, for example, diffusion coefficients. Another cdnition of this Thesis has
been to establish the basis for the determination of dffuspefficients and reaction
rates of calcium and fluorophores in cells. To this aim, firEICS experiments in
different types of solutions containing calcium and intliicavere performed. At the
same time, the theoretical framework for the analysis ofrésellts was developed.
Applying this theory, diffusion coefficients and reactioargmeters could be deter-
mined for the experiments in solution. Among the experiragatsubset containing
calcium indicator and an additional buffer was performeaonfra detailed study of
the latter, a proposal was made on how to obtain these ceeificand parameters in

intact cells where the properties of the endogenous budigrsinknown.

The versatility of intracellular calcium signals depenaisiong other things, on
the spatial distribution and kinetics of the channels tgfowhich the ions enter
the cytosol. Among them, the inositol (1,4,5)-triphosghaceptors (IfR) are one
of the most important ways for this entry. These channeldan&ed on the mem-
brane of the endoplasmic reticulum, organized in clustéebout 100 nm in side
which are separated by a few millimeters. These channelsnteopen when they
bind calcium and IR which, under physiological conditions, is synthesizedrfro

elements present in the plasma membrane upon the arrivakigihal. The inho-
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mogeneous distribution of the channels together with tfecebf the free calcium
on the open probability are combined to give rise to a hiénaaf signals, ranging
from very localized ones to waves that travel throughout#le Having quantitati-
ve information on the clusters geometry and channels kigetiin situ is essential
for understanding the variety of signals that can be evoksgerimentally, it is
possible to observe these signals using the fluorophoresaned before and indu-
cing the opening of IPreceptor/channels by introducing a caged form gfitRo
the cell and then fotoreleasing it with ultraviolet lightnéther contribution of this
Thesis has been the design and implementation of a relaiivekpensive adapta-
tion of an Olympus FV1000 confocal microscope to performhsexperiments. The
system’s ability to photolyze caged compounds was testddferent experimental
situations. The power that reaches the sample and the sibe dfuminated area
were also quantified. Finally, in this work it has also beemdstrated that with the
modified microscope it is possible to generate a precise anlatled IR, stimulus,
simultaneously with the confocal imaging of the evoked icalcsignals. This has

been proved by recording and characterizing such imagesnopus laevisocytes.

Keywords: calcium dynamics, IPreceptors, diffusion and reaction processes, fluorescence

correlation spectroscopy, confocal microscopy.
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Introduccdn

El calcio es utilizado como agente sefalizador para regiifierentes procesos en una enor-
me variedad de células. Una completa descripcion de ssfeses requiere un conocimiento
detallado de la magnitud y cinética del flujo de calcio qugésa al citosol y de su posterior dis-
tribucion espacial y temporal. Combinando la realizacé experimentos opticos que permitan
caracterizar cuantitativamente el transporte de calaietmodelado matematico, se avanza ha-
cia una descripcion abarcadora de las sefiales intracedudle calcio, determinando de qué modo

la presencia de distintas sustancias modulan las sefales.

1.1. Seales de calcio mediadas por IRy su relevancia

Las sefales de calcio son utilizadas por muchos tiposarehilpara iniciar procesos tan
diversos como la contraccion muscular, la division o laenl celular, entre otros [Berridge
et al., 1998]. La informacion transmitida por el calciogestdificada en la distribucion espacio-

temporal de su concentracion dentro de la célula. Porasta es de interés estudiar los meca-



4 Introduccion

nismos que determinan y modulan dicha distribucion. Lasles se construyen con el paso del
calcio desde el medio extracelular o desde reservorioswdehacia el citosol a través de cana-
les especificos. Entre los canales involucrados los receptie IR cumplen un rol fundamental

en muchos casos.

1.1.1. Lamaquinaria celular para el control de la concentr&ion de calcio

Las células tienen una gran variedad de mecanismos quaraeti diferentes niveles, que
controlan la concentracion intracelular @e**. Todos ellos disefiados para asegurar la presen-
cia deCa** en cantidades suficientes como para que pueda llevar a cahmsiones, evitando
exposiciones prolongadas de altas concentraciones dadespuitan toxicas y pueden llevar a la
muerte celular. La concentracion intracelular tipicaCdé" esta alrededor de 0/IM, mientras
gue la extracelular es de aproximadamenieM. Dentro de la célula, existen reservorios inter-
nos que acumula@'a®*, como por ejemplo mitocondrias, el reticulo sarcopla&mniSR) y el

reticulo endoplasmatico (ER) que presenta concentrasidel orden de ihM.

El influjo de iones de calcio al citoplasma se produce basécde por dos vias: a través
de la apertura de canales situados en la membrana plaamagcsepara el medio extracelular
del intracelular o mediante la liberacion desde los reses internos. Existen varios tipos de
canales en la membrana plasmatica: en algunos la apegwanéolada por la diferencia de
potencial eléctrico a través de la membrana (importaméa generacion de oscilaciones rapidas
en células cardiacas y en los mecanismos de comunicaeigonal en la célula pre-sinaptica),
en otros por la union de un ligando externo (como los receptde NMDA presentes en sinapsis
de algunas neuronas), y en otros es incluso controlada fiorudss mecanicos. Con respecto
a la liberacion desde reservorios internos, ésta se peogrtncipalmente a través de dos tipos
de canales ubicados en la membrana de los reticulos sar@mgbplasmatico: los receptores
de rianodina y los receptores de inositol (1,4,5)-trifasfdP;R). Los receptores de rianodina
juegan un papel importante en la contraccion del miuscaitdiaco. Los receptores de;lBe
encuentran predominantemente en células no musculaeesparticular, son los responsables
de la liberacion desde el reticulo endoplasmatico erita® [Choe and Ehrlich, 2006; Foskett
et al., 2007; Busa et al., 1985; Lechleiter and Clapham, 1992

Para remover el calcio citosoélico existen proteinas@apeadas que bombean calcio hacia
el exterior de la célula o reinsertandolo en los reseogariternos. Ambos métodos requieren un

gasto de energia ya que implican el transporte de una sist@ntra su gradiente de concen-
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Figura 1.1: Diagrama de alguno de los mecanismos involosrad el control de la concentracion
de calcio citosolico. Entrada de calcio al citosol: desdedepositos intracelulares (RE) mediante
IP; o abriendo canales de calcio de la membrana plasmatica pbiedespolarizacion, por la
unién de un ligando externo o por estimulos mecaniconid®eén de calcio del citosol: mediante
bombas o intercambiadores de la membrana plasmatica (RINGA-Ca*") o mediante bombas
de los depositos (SERCA). El rellenado de los depositpsiege la presencia de protondst()

en su interior. Otras organelas como las mitocondrias tamtuieden captar calcio.
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tracion. Ejemplos del primer tipo son el intercambiadart-Ca?", que usa la energia electro-
quimica almacenada en el gradiente de sodio a expensasuledda de ioned’a* o laCa’t—
ATPasa de la membrana plasmatica (PMCA), que consumeiarggrgegada por la hidrolisis de
moléculas de ATP. En ovocitos el mecanismo mas importargenstituye laCa*t—ATPasa del
reticulo endoplasmatico, o bomB&RCApor sus siglas en inglés, que recaptura iones'ae
presentes en el citosol hacia el reticulo endoplasmf{eener and Sneyd, 1998; Berridge et al.,
1998].

Pero la forma mas rapida de reducir la concentraciorsaitca deCa?* es proporcionada
por sustancias llamadas “buffers”, que son grandes preejue ligar®«** y estan presentes en
la mayoria de los tipos de células. Estos buffers de catcapanC«?* con diferentes afinidades
y cinéticas, se estima que el 99 % del calcio citoplasmattal se encuentra ligado a buffers.
Estas sustancias controlan tanto la concentraciaficdeé como su escala espacial de difusion.
Proteinas de este tipo también estan presentes derltye mservorios internos. En la figura 1.1
se esquematizan solo algunos de los mecanismos invohsceadel control de la concentracion
de calcio citosolico.

1.1.2. Diramica del Receptor de IR

La dinamica de los receptores dg kdslados ha sido (y continGa siendo) estudiada en for-
ma experimental usando distintas técnicas. Dado elilddtceso a la region celular en donde
se encuentran estos receptores, muchas observaciones ialwado en bicapas lipidicas re-
constituidas [Bezprozvanny et al., 1991; Watras et al.11%e han obtenido también registros
electrofisiolégicos de canal Unico usando la técnicapch-clamp” en nlcleos aislados de
ovocitos deXenopus laevifMak et al., 2000, 1998].

En todos estos experimentos se estudia la corrienteieteqtre fluye a través de los canales
cuando se fijan las concentraciones dgyllde Ca**. Basicamente se ha observado que la aper-
tura de estos canales es un proceso estocastico. Se ha@stadorobabilidad estacionaria de
apertura y se ha visto que tanto e} Bdmo elCa?* funcionan como moduladores de la misma.
Se ha demostrado que es necesaria la presencia gan®que el canal pueda abrirse. También
resulta relevante la concentracion del calcio tanto eads titosolico del canal, como del lado
luminal (es decir, la concentracion de calcio dentro diétuéo endoplasmatico). De hecho, se
determin6 que la concentracion de calcio en el citos@aue papel dual: a bajas concentracio-
nes promueve la apertura del canal, mientras que a altasmaciones la inhibe [Bezprozvanny
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Figura 1.2: Probabilidad de apertura del receptor geiPfuncion de la concentracion de calcio
citosolico para diferentes concentraciones de Mak et al, 1999.

et al., 1991; Watras et al., 1991], ver figura 1.2. Este @tampecto juega un papel esencial en
el hecho que el citosol se comporte como un medio excitabtpigaa bajas concentraciones la
presencia de calcio puede inducir la liberacion de masa;ajenerandose un ciclo de realimen-
tacion positiva. Este mecanismo no lineal de regulacgdmanifiesta en un fenébmeno conocido

como “liberacion de calcio inducida por calcio” (CICR, ®us iniciales en inglés).

1.1.3. Saales de calcio en ovocitos d&enopus laevis

El estudio de la dinamica espacio-temporal del calcio akzee principalmente en miocitos
y ovocitos. Los ovocitos dXenopus laevisuna especie de rana originaria,élﬁica, ademas
son usados como un sistema ventajoso en varias investgscaxperimentales biologicas. Se
caracterizan por poseer un gran tamano, teniendo un tidmedio del orden del milimetro,
lo cual permite observar un amplio repertorio de sefalagosadpicas. La variedad de sefales
observadas en ovocitos inmaduros, es consecuencia del tiecjue el calcio involucrado en las
mismas es liberado desde reservorios internos a travésdées que estan distribuidos de forma

espacialmente inhomogénea.

En este tipo de células, los receptores desdéh los responsables de la liberacion desde el
reticulo endoplasmatico [Choe and Ehrlich, 2006; Fdsitedl., 2007; Busa et al., 1985; Lechlei-
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ter and Clapham, 1992]. Diversos estudios han permitidelaorgue, en algunas regiones del
ovocito inmaduro dXenopus laevidos receptores de jRestan organizados en conglomerados
o clusters de aproximadamente 50 nm de lado [Swillens €t39] separados entre si por entre
2y 3 um. Los mismos estan principalmente concentrados en unarregigada (de unosGn

de ancho) cercana a la membrana plasmatica [Callamard2aaker, 1999].

Jerarquia de eventos

El hecho de que la probabilidad de apertura de los receptiedB; es modulada por la
concentracion de calcio, hace del citosol un medio exi@tai lo que se refiere a la propagacion
de las sefiales de calcio. El flujo d&>* desde un canal abierto favorece la apertura de mas
canales, y dependiendo de la cantidad depifesente en el citosol, se observan distintos tipos
de eventos [Berridge et al., 1998; Parker et al., 1996a; $ah,e1998]. Todos estos eventos
se construyen a partir de “eventos elementales” que inkenhde liberacion desde un solo canal
abierto (“blips”). Estos eventos elementales son ddégcde observar experimentalmente, en ellos
la retroalimentacion se mantiene restringida a canalesalde un cluster de modo que los sitios

de liberacion individuales funcionan autbnomamente.

Frente a concentraciones moderadas dedfarecen eventos un poco mas extensos (“puffs”),
gue involucran la apertura coordinada de multiples carngle forman un conglomerado o clus-
ter. Estos eventos resultan mas faciles de visualizak@Pat al., 1996b]. Para mayores con-
centraciones de [Pse observan ondas globales que se propagan de un modorsaftetdiante
el mecanismo de liberacion de calcio inducida por calciC®). Esta jerarquia de eventos se

esquematiza en la figura 1.3.

1.2. Observacon de sdales de calcio

1.2.1. Indicadores de calcio

Para el estudio de sefales de calcio por métodos 6ptiecanplean indicadores de calcio.
Estos indicadores son sustancias que ligan calcio sinelaigra. como lo hacen los buffers, pero
gue poseen la propiedad de modificar su espectro de emisituz dlependiendo de si tienen
0 no iones de&”'a*" ligados. Si se introduce una cierta cantidad de indicada&l eitosol de la

célula a estudiar y se ilumina el medio intracelular conlger focalizada de longitud de onda
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A blip Baja[IP,]

Figura 1.3: Esquema que muestra la actividad de canalesgjornarados o clusters de cana-
les modulados por IR en presencia de concentraciones crecientes de dichacasig) Para
bajas concentraciones, pocos receptores ligarelitonces la retroalimentacion debida al calcio
liberado por un solo canal esta restringida a ese canalupiendo una sefial de calcio pequeia
y localizada (blip). 8) Para concentraciones intermedias dg HP calcio liberado a través de
la apertura espontanea de un canal causa la apertura desratobs canales dentro del mismo
cluster y origina un puff, pero no logra activar clustersamntes. () Altas concentraciones
de IR, provocan ondas de propagacion de calcio mediante el nsoarde liberacion de calcio

inducida por calcio (CICR).
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Figura 1.4. Espectro de excitacion y emision del indicade calcio Fluo 4 (Invitrogen—
Molecular Probes) con calcio ligado. El espectro de emisiél indicador sin calcio ligado
es practicamente nulo. Indicado con una linea verticaspecifica la linea laser utilizada. El

sombreado indica el rango de longitudes de onda sugeridcspateteccion.

dentro del espectro de absorcion del indicador, recogi¢adefial luminica emitida por esta
sustancia es posible seguir la evolucion de la cantidadaldgodigada al indicador dentro del
medio intracelular, con una resolucion espacial del odd#¢micron y temporal de milisegundos.

Esta técnica es esencialmente no invasiva, excepto poedamcia del indicador fluorescente.

Como ejemplo, se presenta en la figura 1.4, el espectro decirsy emision del indicador
Fluo 4 (Invitrogen-Molecular Probes), cuando presenteie@digado. El Fluo 4 pertenece a la
clase de indicador estudiado en este trabajo: el espectem@on del indicador sin calcio
ligado es practicamente nulo; al ligar calcio y ser excitadn fotones de longitudes de onda
dentro de su espectro de absorcion, el indicador fluoreadeado fotones dentro del espectro
de emision del indicador. La relacion entre la concemrade calcio libre y la ligada al indicador
es no lineal, especialmente en las zonas de altas condengag¢Nuccitelli, 1994].

Dado que en este tipo de estudios se registra la dinamidadieddor ligado a calcio, hay
gue tener especial cuidado al extraer informacion aceecia dinamica espacio-temporal del
calcio libre, ya que se veran involucrados parametisds del indicador, como las constantes

de la reaccion y su coeficiente de difusion.

1.2.2. Foblisis de compuestos enjaulados

La fotblisis de compuestos enjaulados es una técnica smenoléculas especialmente di-

sefiadas para generar cambios rapidos en la concentticgustancias [Adams and Tsien, 1993;
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Callaway and Yuste, 2002; Kaplan, 1990], y resulta esempeie la observacion de sefales de
calcio mediadas por kPEsta técnica se basa en el uso de moléculas biolbgi¢araetivas que
se sintetizan con un grupo fotosensible (jaula o “cage® Igs hace inactivos. Al ser expuesta
a luz, por lo general en el rango ultravioleta, se transfoorsa corta la unién con la jaula 'y la
molécula se activa. De esta forma, la fotblisis de comjmse=njaulados, permite generar estimu-
los controlados y reproducibles, ideales para estudi@mfiemos fisioldgicos que dependen de
cambios bruscos en la concentracion. Ademas, se pudamugin combinacion con indicado-
res fluorescentes (que en general son excitados por foterleagitud de onda mas larga) para

observar las consecuencias de los estimulos.

Entre los diversos compuestos enjaulados esta actuamispionible en el mercado una for-
ma enjaulada de Rjue ha demostrado ser muy til para obtener sefalesehitaes de calcio
mediadas por IPen una gran variedad de células [Callamaras and Parked], E99particular, en
ovocitos. En estas ultimas, la forma enjaulada debe inticgkijunto con el indicador de calcio.
Mediante un corto pulso de luz ultravioleta, se desenjduRseaumentando las probabilidades
de liberacion de calcio a través de los receptores ¢gg Bmultaneamente se registra el calcio

ligado al indicador.

1.2.3. Microscopa confocal

Para la observacion de las sefales de calcio en ovocdosmglea la microscopia laser
confocal. La microscopia laser confocal es una nuevadéale observacion que esta logrando
excelentes resultados en diversas ramas de la cienciadimeediologia, materiales, geologia,
etc.) La observacion de especimenes ha estado limitadgye éstos tienen grosores variables
y trasmiten y reflejan la luz de manera no uniforme. Las afeas del plano focal degradan
la imagen haciéndola borrosa, disminuyendo el contrakiegsolucion, dificultando asi la ob-
servacion de las estructuras que componen un espécimerntajas que ofrece la microscopia
confocal frente a la microscopia 6ptica tradicional snagenes de mayor nitidez y contraste,
mayor resolucion lateral y axial. Esta técnica posibii obtencion de “secciones 6pticas” de la

muestra, lo que permite su estudio tridimensional.

Aunque el principio de la microscopia confocal fue patéataace varios afios (Minsk, 1957)
y los primeros microscopios basados en esta técnica questieron su validez fueron descritos
por Petran et al. en 1968 , su gran aceptacion y desarrollartenido lugar hasta hace unos

pocos afos con el desarrollo del laser [Wilson and ShelppB4; Pawley, 2006].
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Figura 1.5: Esquema del principio de la microscopia cafda luz procedente de los puntos

fuera del plano focal es eliminada por el diafragma o pinhole

La microscopia confocal emplea un laser enfocado queriaom punto o region de la mues-
tra a la vez. La sefal emitida por la region iluminada veglar el mismo camino optico, pasa a
través de un espejo dicroico y es enfocada en un detectge(eral un fotomultiplicador (PMT)
o fotodiodo de avalancha). Un pequeiio diafragma o “pirfredecolocado delante del detector
para eliminar las sefales procedentes de la zona fueradelfa luz recolectada de la muestra,
gue proviene del plano focal del objetivo, es reenfocadarysinitida por el pinhole sin ningu-
na pérdida. En cambio, la luz dispersada o emitida por loggsuque se encuentran fuera del
plano de la imagen es atenuada o bloqueada completamenfgwal.5. De esta manera, se
obtiene una imagen de alto contraste y definicion de un pem# plano focal, sin que haya una
contribucion significativa de las regiones que se encagrftrera de foco. Para poder generar
una imagen completa del plano, el microscopio realiza uridzap escaneo punto a punto en
el plano X-Y moviendo la direccion del laser a los dist;puntos de la muestra. En cada uno
de esos puntos el PMT detecta la fluorescencia emitida ¢@tper el pinhole) y le asigna una
intensidad de pixel (generalmente de 8 bit = valores de G Philizando la intensidad de cada
pixel se reconstruye una imagen digital.

Esta técnica es ideal para la observacion de especimengamtamafio, como el ovocito. Si

bien la regidon donde se encuentran los receptores evastetinte delgada{( 6 ym) comparada
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con su tamanio, el uso de la microscopia confocal permnitx imagenes definidas de los eventos
de calcio. En el caso de las sefnales de calcio, se empleadel deobarrido de una linea, que
registra la intensidad de la fluorescencia realizando susebarridos sobre una misma linea
definida en la region de interés del ovocito. Se elige atdai fluorescencia en una linea en
lugar de una imagen ya que, si bien se pierde cierta resol@spacial, la resolucion temporal

resulta significativamente mayor.

1.3. Dinamica del calcio intracelular y procesos de reacon—
difusion

Cuando el calcio ingresa al citosol ademas de difundircieaa con los buffers endogenos
presentes. Como se mencion0 antes, hay otros mecanisetagjpién afectan la concentracion
de calcio citosolico, como las bombdsstas actian en una escala temporal mas lenta que los
buffers por lo que no se consideraran en esta seccibnnésaoncentramos en la dinamica
del calcio en presencia de buffers exclusivamente. Se cre@m@cticamente &9 % del calcio
citosolico se encuentra ligado a buffers endogenos. Lfferds de calcio atrapan y liberaiv?+
con diferentes afinidades y cinéticas. La caracterirad® la capacidad buffer de la célula es
de suma importancia para entender las sefiales de calcgqueplos buffers no solo reducen la
concentracion de calcio libre en el citosol, sino que t@mlgifectan la distribucion espacial y el
comportamiento temporal de las sefiales. Dado que losrbufifeinden mas lentamente que el
calcio, su interaccion con este ion reduce efectivamanteovilidad limitando su rango espacial
de accion. Se cree que la informacion se encuentra gumgatalkh distribucion espacio temporal
del calcio. Para entender las sefnales de calcio libre @sago caracterizar cuantitativamente la
concentracion y cinética de los buffers enddgenos giaa ggesentes en cada tipo de célulay la

forma en que su presencia reduce la tasa de transporte del cal

1.3.1. Procesos de readmn-difusion

La interaccion deCC«?* con los buffers puede ser descripta mediante reaccionesfoieria:

Ca*" + B, =, Cab,, (1.1)

komi



14 Introduccion

dondek,,; ¥ k. SON las constantes cinéticas de asociacion y disocigmada la reaccion
del buffer B; conCa?* y CaB; es el bufferB; ligado aCa?*. Si se considera queta= 0 la
concentracion total de cada buffEl;](t = 0) + [CaB;](t = 0), esta uniformemente distribuida
en el espacioB;,:; = [B;](t = 0) + [CaB;](t = 0); y que las formas libre y ligada del buffds;

y CaB;, respectivamente, difunden a la misma td3g,, se puede mostrar qUB;] + [CaB;] =
B, paratodo tiempoy posicion del espacio. De esta forma, sggruconsiderar las ecuaciones
de evolucion déCa?*](x,t) y de una sola variable por buffer, por ejempituB;](x, t). Las

ecuaciones de evolucion para el sistema pueden escrioinse:

0 [CCL2+] _ 2 2r . , 2+ o ‘ ‘ ,
o = DeVP[Ca*]+ > (—konilCa®*](Bioti — [CaBi]) + kosps[CaBy)), (1.2)
% = DBJ‘V2 [OGBZ] — (_komi [C’a2+](Btot7,~ — [C&Bz]) + koff,i [C&Bz]), (13)

donde la sumatoria recorre todos los buffers que afectaméaca del calcio citosolico Y,
es el coeficiente de difusion libre para’CaPara poder resolver el sistema completo dado por
las Ecs. (1.2)-(1.3), se necesita un conocimiento completos parametros cinéticos y las con-

centraciones. Desafortunadamente, esta informaciamasy pobremente caracterizada.

Aproximacion de Buffers Rapidos

Las Ecs. (1.2)-(1.3) representan la descripcion del mistde reaccion—difusion calcio—
buffers. Diferentes reducciones analiticas de este roadetematico completo han sido deri-
vadas en diferentes regimenes limite. En particularpie®imacion de Buffers Rapidos (RBA)
se basa en la hip6tesis de que no todos los procesos ocartameésma escala temporal: las
reacciones con los buffers son los procesos mas rapidastéua evolucion. De este modo, se
puede considerar que los buffers y&l** estan localmente en equilibrio quimico, en cada punto

del espacio:
Kd,iBtot,i

By =
© Kdﬂ' + C(Zeq

(1.4)

dondeCa., y B.,; son las concentraciones de calcio y buffébre en el equilibrio, yiK,; es la

constante de disociacion de la reacaiéat - buffer: definida comaiy; = kofr.i/kon.i-

En presencia de buffers rapidos, las ecuaciones completasaccion difusion que describen
el transporte del’a?* Ecs. (1.2)-(1.3) se pueden reducir a una Ginica ecuacitransgporte para
la concentracion de calcio libre, usando la aproximadérmuffers rapidos. La ecuacion redu-

cida puede reescribirse como una ecuacion de reacdoasidh con un coeficiente de difusion
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dependiente de la concentracion [Sneyd et al., 1998]:

2

B2
Decq ——Dp,;
cat 2 BiotiKa b
DRBA = 2 (15)

1+ Be
‘ Btot,in,i

La validez de esta aproximacion fue estudiada en muchloajts, entre ellos Smith et al. [1996];

Strier et al. [2003]. Sin embargo, aun siendo simplificatkss ecuaciones reducidas requieren

conocimiento detallado de procesos y parametros que pstirtemente caracterizados.

1.3.2. Estimacon de la difusion efectiva del calcio usando sustancias ra-

dioactivas

En Allbritton et al. [1992] se estudio6 el coeficiente de difun del calcio en extracto citosoli-
co de ovocitos d&Xenopus laevissmpleando calcio radioactivdCa?*. El calcio radioactivo
se coloco en la parte superior de un tubo delgado que aangéextracto citosolico, dejandolo
difundir por varios periodos de tiempo. El tubo fue condelg cortado en finas rodajas, deter-
minandose la concentracion de calcio radioactivo en sadeion, a partir de la cual infirieron el
coeficiente de difusion del calcio. El experimento fue tigjmevarias veces agregando al extrac-
to citosolico diferentes cantidades de calcio no radivagst dejandolo equilibrar con el medio
antes de agregar el calcio radioactivo. En ese trabajo swibgue el valor del coeficiente de
difusion del calcio medido dependia de la concentradéoalcio agregado al extracto: a medida
gue se agregaba calcio al medio, mayor era el coeficientdwali medido. Se determinb que
el coeficiente de difusion para el calcio aumentaba de 13.a63s cuando la concentracion de
calcio libre se elevaba de 90 nM a:M. En Allbritton et al. [1992] proponen que la disminucion
del coeficiente de difusion del calcio en condiciones figjalas (baja concentracion de calcio
~ 90 nM) es resultado de su unién a buffers moviles e inna8yilresentes en el extracto. La
tasa de transporte neta del calcio es, analogamente adotesdo en la aproximacion de buf-
fers rapidos (Ec. 1.5), un promedio pesado entre la difusbre del ibn y la de los buffers que
depende de cuanto calcio se encuentra ligado a estos sltkkhaumentar la concentracion de
calcio, menor resulta la proporcion de concentracionalei@ ligado a buffers y asi aumenta el
“coeficiente de difusion efectivo”, ya que el calcio libriéuwhde mas rapidamente que los buffers
y que el calcio ligado a ellos. Como mostramos mas adelantexiste un Unico coeficiente
de difusiobn efectivo, por lo que es necesario tener sumdadai al interpretar los resultados

experimentales que determinan dichos coeficientes
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1.3.3. Transporte en presencia de trampas y difuén efectiva

Ademas del calcio, las células utilizan el movimiento deléoulas mensajeras para trans-
mitir informacion que se utiliza para regular una grane@ad de procesos, mediante diferentes
mecanismos. En muchos casos, tanto en bacterias comausgsa@licariotas, el movimiento de
las moléculas no se produce por difusion, sino por menargsle transporte activo con la parti-
cipacion del citoesqueleto [Alberts et al., 2007]. Sin angl, incluso en el caso de difusion, es
poco probable que el movimiento sea puramente difusivomfdede las restricciones de movi-
lidad debido a la aglomeracion macromolecular [Ellis, A0 difusion de los mensajeros suele
verse afectada por su interaccion con otras sustanciatigueuyen la velocidad de las particu-
las en el medio. En ese sentido, estas moléculas actuamtcampas. El transporte que resulta
de la combinacion de difusion y las reacciones con laspease suele describir en terminos de
un coeficiente de difusion efectivo que depende de la caraz@dn de las especies involucradas.
Los coeficientes de difusion de estos mensajeros imposéiceones sobre el rango y tiempos
caracteristicos de la propagacion de la sefial, y pomiim tafectan el rendimiento global de los

procesos bioldgicos que dependen de estos mensajeros.

Coeficientes efectivos de difuéin

En Pando et al. [2006] se estudio el caso de un medio corcplas’libresP; y trampasS
gue difunden y reaccionan entre si de acuerdo a un esquemaldxiular (como el presentado
en el caso del calcio y el buffer), asumiendo que las pdagdigadas?, difunden a la misma
tasa que la trampa. Si en ese medio coexisten particulassgae marcadas (superindigey
que no estan marcadas (superindifdas poblaciones se dividen en dos grupgsy P} para
particulas libres, Y y P} para particulas ligadas. Se mostrd en Pando et al. [2606hay dos
coeficientes de difusion efectivos diferentes que desaria difusion de las particulas en esta
situacion. Uno de ellod),, regula la dependencia temporal del desplazamiento madaratico
de una sola particula marcada que difunde en un medio deasaen equilibrio con particulas
sin marcar.D, también describe la propagacion de una bola de partico#acadas en un medio
sin marcar. El otro coeficienté),, regula la evolucion de una bola de particulas sin marcat e
mismo medio. Estos coeficientes se escriben como:

Dy + (Seq/K4)Dg
D, = a 1.6
! 1+ S,/ Ky (1.6)

D S2 /(K 4S0t)| D
Du _ f + [ eq/( Pt t)] S' (17)
1+ qu/(KdStot)




1.4 Cuantificacion de la difusion por métodos 6pticos 17

dondeDy Dg son los coeficientes de difusion de la particula libre ydenpa respectivamente,
K, la constante de disociaciofi,, la concentracion de trampas libres en el equilibri,y la
concentracion total de trampas. Notese @uecoincide con el coeficiente efectivo obtenido a

partir de la aproximacion de buffers rapidos, Ec. 1.5.

En la mayoria de los casos, las trampas difunden mas lentamue las particulas libres de
modo queD,/D,, < 1. Dependiendo de los parametros de la reaccion entre &synparticulas,
estarelacion puede ser arbitrariamente pequeia. Losajesrson transmitidos generalmente por
moléculas que se han activado por una modificacion coseatispués de la traduccion (siendo
la fosforilacion la mas comin). Dado que en cada tiemplm 8na fraccion de las moléculas
se activa, se puede pensar a las moléculas activas comadaaydifundiendo en un medio con
particulas sin marcar (moléculas no activas). Esto am@dimecesidad de ser sumamente cuidado-
so al interpretar los resultados de experimentos que ustinyggdas marcadas para obtener tasas
de transporte. La determinacion ey D, podria ser clave para comprender la propagacion de

la sefal cuantitativamente.

1.4. Cuantificacbn de la difusion por metodosopticos

1.4.1. Marcacbn de compuestos para su observamn

Para estudiar mediante métodos oOpticos la difusion desuias es necesario poder mar-
carlas fluorescentemente. Si la sustancia de interés egrate&na, existen técnicas de fusion
gue permiten unir la proteina de interés a una proteimmaeficente, como por ejemplo GFP o
YFP. Existe una gran variedad de proteinas fluorescergpsmible en el mercado y, gracias a
los avances en la tecnologia de fusion, es posible maumae#centemente una amplia gama de
proteinas biologicamente relevantes [Stepanenko,e2@08; Chudakov et al., 2005]. Otra for-
ma de marcar fluorescentemente a una particula es unifquirente un fluoréforo a un grupo
especifico funcional de la molécula de interés. Estedfiooo puede ser una pequefia molécula
fluorescente o una particula “quantum dot”, que son nastabels semiconductores que emiten
luz en una variedad de colores [Walling et al., 2009; Kepgiai., 2003; Smith, 2007]. A menos
que se trate de una sonda especificamente disefiada, comjemplo las sondas d&a**, en

general, estas particulas o proteinas marcadas no gambilorescencia al unirse a un sustrato
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que actle como trampa; permanecen fluorescentes a no se# fpteblanqueeh

1.4.2. Espectroscoia de Correlacion de Fluorescencia (FCS)

La Espectroscopia de Correlacion de Fluorescencia, o f6€Sus iniciales en inglés, es
una poderosa herramienta que permite determinar de maméngasiva concentraciones loca-
les, coeficientes de difusion, cambios conformacionalesgciones fotoquimicas de moléculas
fluorescentes en condiciones fisiologicas. FCS es unictebasada en la medicion de la au-
tocorrelacion de las fluctuaciones de la intensidad de tadkcenciaf’(¢) en un volumen de
deteccion del orden del femtolitro, generado usualmeateup haz de laser enfocado y de-
teccion confocal [Magde et al., 1972; Elson, 2001; Kim awctiv@lle, 2003; Krichevsky and
Bonnet, 2002; Grinwald et al., 2005]. La distribucion densidad del sistema de iluminacion

y deteccion confocal es comUinmente aproximado por unssggna en tres dimensiones:

_ 272 o 222

I(r) = I(0)e wFe oZ, (1.8)

donde(0) es la intensidad de la iluminacion en= 0; (r, z) son la coordenadas cilindricas
conz la coordenada espacial a lo largo de la direccion de prap@ydel haz y- la coordenada

radial en el plano perpendicular a dicha direcci@n;y w, son los tamafos de la cintura del
haz a lo largo de: y r respectivamente, en general, > w,. Las fluctuaciones estadisticas
de la fluorescencia alrededor del equilibrio se analizacutahdo la funcion de autocorrelacion

definida por:
SF(t)0F(t+ 7))

(F@)*

donde(F'(t)) es el promedio temporal de la fluorescencia en el volumenteéedén yj F'(t) es

a(r) = ! (L.9)

la desviacion en cada tiemppode la fluorescencia con respecto a este valor promedio.

Difusion de particulas libres

En un caso den especies de particulas marcadas fluorescentemente, liduanae la fluo-

rescencia esta dada por:

P = [ 160 Y (@G ) (110

pérdida irreversible de la fluorescencia de un fluorofaido a dafios quimicos producidos por los fotones.
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donde[C;](r, t) es la concentracion de particulas de espéaeiempot y en el puntor. El
parametra;, es el producto de la eficiencia de deteccion, eficienc@atica y la seccion eficaz

de absorcion, caracteristico de cada especie fluorescent

Si las diferentes especies de particulas difunden libnéeneon coeficiente de difusian;,
sin interactuar entre si, la funcion de autocorreladada por la Ec. (1.9) se puede calcular

analiticamente:

“ GOi
G =3 7 — (L41)
i=1 (1 —+ ) 1+ 5
TDi W Tp;

dondew = w,/w, y 7p; es el tiempo caracteristico de difusion de la espéderavés del

volumen de deteccion, que depende del coeficiente de @lifas las particulad);, de la forma:

U}2

El valor de los pesos;o;, es inversamente proporcional a la concentracion totglagiculas

fluorescentes de especieP,,. ;, y se escribe:

1
Go; = —— 1.13
‘/;ifPtOt,i ( )

dondeV,; es el volumen confocal efectivo definido como:

V. = 13w, (1.14)

A modo de ejemplo, se ilustra en la figura 1.6 el caso de difubre de TMR-dextran
(Invitrogen-Molecular Probes) en agua. TMR-dextran ésténada por la union de TMR, una
pequefia molécula fluorescente, a un dextrano de peso utald®000. En la figura 1.6(a) se
observa un tramo de la serie temporal de la fluorescencidratigan un experimento de FCS
que se realiz6 en el microscopio confocal modelo Fluo Vié@alde la firma Olympus del La-
boratorio de Microscopia y Microespectroscopia. Adlimieden apreciar las fluctuaciones de
la intensidad alrededor del valor de equilibrio. La curvead&correlacion experimental, figu-
ra 1.6(b), se obtiene restando el valor medio de la fluoresz@na serie temporal y calculando
la autocorrelacion segun Ec. (1.9). Para extraer inforomade los experimentos, la curva de
autocorrelacion obtenida experimentalmente debe sstaaia por un modelo adecuado de auto-
correlacion, en este caso el de difusion libre de una splaae, Ec. (1.11) especificando= 1.
Dos parametros pueden ser determinados a partir de sa:agusalor de la correlaciona= 0,
Goy, Yy el tiempo caracteristicn,;, que puede interpretarse como el tiempo de residencia medio

de las particulas fluorescentes en el volumen de detedereniamente, se debe realizar una
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calibracion para determinar los parametros geomeétiied volumen de deteccion, que consiste
en realizar un experimento de FCS de difusion libre con unestna de coeficiente de difusion
conocido. Una vez conocidas. y w., se pueden estimar los valoresidey P,,; a partir derp;

y Go, respectivamente.

N
Q
! x
[EEN
O-lk

N

D
—
—
+
—
|

»
I

_L AL 3 ‘lH It <F(t)>

B
N

Fluorescencia

t (ms)

(a) Serie temporal de la fluorescencia

0.0
0.05
0.04

o

G 0.03
0.02

0.01

0
10°

(b) Funcion de autocorrelacion, datos experimentalest(s), ajuste (linea continua)

Figura 1.6: Datos experimentales obtenidos en solucioMbUMR-dextrari en agua, emplean-
do la técnica FCS en microscopio confocal Fluo View 1000n@dys.* Invitrogen-Molecular
Probes
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FCS en procesos de reacon- difusion

En el caso general de un sistema de muchos componentesgsiique difunden e inter-
actlan guimicamente entre si, las fluctuaciones esizali alrededor del equilibrio, provienen
no solo de la difusion de particulas que entran y salervaleinen de deteccion, sino también
de las fluctuaciones quimicas debidas a la asociaciorogidigon de moléculas [Magde et al.,
1972].

Con el fin de encontrar una expresion general para la fardgécorrelacion, se deben plan-
tear las ecuaciones de reaccion-difusion. La soluceéasias ecuaciones linealizadas alrededor
del equilibrio, se puede expresar en el espacio de Fourieregg ser escrita en término de
las ramas de autovalore¥(q), y autovectoresy(q), dondeq es la variable conjugada en el
espacio de Fourier de la coordenada espacidEn el caso de un sistema de componen-
tes quimicos que difunden e interacttan quimicamertre i, la autocorrelacion definida en
Ec. (1.9) con la fluorescencia dada por la Ec. (1.10) puedesseita en términos de los auto-
valores y autovectores del problema de reaccion-difubitealizado. Si la longitud de corre-
lacion es mucho mas chica que la distancia entre doscpkasi fluorescentes, es posible asu-
mir que las fluctuaciones en las concentraciones de lasiesg@orescentesC;, satisfacen
(0C;(r,0)0CK(x",0)) = Cey0;0(r —1'), 1 < 5,k < m. En ese casd7(r) puede ser escrita
como Krichevsky and Bonnet [2002]:

1 R m m
G(T) - m X /d3q ](q) QQk Ce ,J Xks eAST Xs,_l
(2m)% (1) QiClgi)” Z e Z ’
(1.15)
donde
wrgy  wiq
I(qQ=e 4 4 (1.16)

cong, Yy ¢. las variables conjugadas en el espacio de Fourieryde, respectivamenté,.,; es
la concentracion en equilibrio del componente), y x son los autovalores y la matriz con los

autovectores del problema linealizado.

Los coeficientes de los procesos de reaccion-difusiomoclos coeficientes de difusion y
constantes de reaccion, determinan la forma de la furdgocorrelacion. En principio, a partir
de expresiones para la funcion de correlacion, es posiiiEner los valores de los coeficientes.
Pero a veces la presencia de dos 0 mas procesos puederresnftesa y no siempre se pue-

de obtener informacion fidedigna y confiable acerca de esteficientes. Ademas no siempre
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se cuenta con una expresion analitica de la funcion delecion, razbn por la cual se usan
aproximaciones validas en diferentes regimenes. Es poquss cada caso en particular se de-
be analizar cuidadosamente para obtener datos confialelesate los procesos que causan las

fluctuaciones estudiadas en este tipo de técnica.

1.4.3. Recuperadn de la fluorescencia tras fotoblanqueo (FRAP)

La recuperacion de la fluorescencia tras fotoblanqueaBBAP por sus iniciales en inglés,
es otra técnica Optica muy usada para la determinaci@oetcientes de difusion y el estudio
de interacciones de proteinas en células. Existe unasxiesta de bibliografia sobre el tema
entre los cuales se destacan Axelrod et al. [1976]; JacabsbkVojcieszyn [1984]; Gribbon and
Hardingham [1998]; Braeckmans et al. [2003]; Sprague anN&llg [2005]; a continuacion se

presenta muy brevemente los conceptos de FRAP necesargosgbe trabajo.

La técnica de FRAP se basa en medir la recuperacion de les$icencia en un volumen,
luego de haber fotoblanqueado al marcador fluorescenteorb@afen que se recupera la fluo-
rescencia esta relacionada con los procesos de difugibregiccion a los que esta sujeto el
marcador. La curva de recuperacion puede ser descriptagilguiente forma:

F(t) - F,

Ft)=—4 s (1.17)

dondeF(t) es la fluorescencia en el volumen de detecclgres la fluorescencia inmediatamente
después de fotoblanqueary, es la fluorescencia a tiempos largos. En la figura 1.7, se nauest
una curva de recuperacion tipica de FRAP.

Fotoblanqueo

f |

Fluorescencia

Tiempo

Figura 1.7: Curva de recuperacion caracteristica dedadhcencia en un experimento de FRAP.
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FRAP en procesos de reacon—difusion

En FRAP la situacion inicial de equilibrio es perturbaddodbblanquear una region y se
mide la recuperacion de la fluorescencia, que en definitita difusion de particulas marcadas
en una region de particulas sin marcar. Es de esperar quefitiente de difusion que rija su
comportamiento sed;. De hecho, en el caso de particulas marcadas en presericargas,
se demostré en Sprague et al. [2004], que cuando la reaacigre en una escala temporal mas
rapida que la difusion libre, los experimentos de FRAP idéormacion acerca del coeficiente

de difusion efectivo]D;.

1.5. Esquemade la Tesis

El objetivo de esta Tesis es avanzar en la obtencion de astimes realistas del transporte
y tasas de reaccion del calcio con su indicador y con buffeeizando experimentos opticos
y desarrollando el marco tedrico necesario para extré@mmacion cuantitativa de los mismos,
con el fin de lograr una mayor entendimiento de las sefalealdi®. La organizacion de la Tesis

se describe a continuacion.

En el Capitulo 2 se estudia en forma detallada la infororagiie es posible extraer a partir
de experimentos de FCS en donde la sustancia de interéadadtaorescentemente, difunde
y reacciona. En particular, se demuestra que las tecne&& y FRAP brindan informacion
sobre coeficientes distintos, que puede ser combinadargara tasas de reaccion y de difusion

libre.

En el Capitulo 3 se realiza el estudio teorico para el casgue coexisten moléculas mar-
cadas y no marcadas en el mismo sistema. Los resultados lscadap para explicar las dife-
rencias observadas en experimentos de FCS y FRAP, redipada determinar el coeficiente
de difusion del producto del gen bicoid en embriones de asi3msophila melanogasteuna
sustancia fundamental para el establecimiento del ej@densral en este organismo.

En el Capitulo 4 se estudia la aplicacion de FCS para mfedpiedades de transporte e
interacciones del calcio. Para tal fin se investigan los cieeties efectivos de difusion que se
obtienen en un sistema donde hay particulas que interactin dos tipos de trampa, aplicandose
al caso particular del calcio identificando una de las trasvgoen el indicador y la otra con un

buffer no fluorescente. Se presentan datos experimentasedieion empleando un indicador de
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calcio, que corroboran la existencia de dichos coeficie@egpropone un método para estimar

la difusion del calcio y la capacidad buffer en ovocitos dipee experimentos de FCS.

En el Capitulo 5 se presenta el disefio e implementacitdmdadaptacion de un microscopio
confocal Olympus FV1000 para realizar la fotolisis de casgios enjaulados mediante luz ul-
travioleta. Esta adaptacion resulta esencial para laedsién de sefiales de calcio mediadas por

IP;. Se caracteriza el sistemay se comprueba su capacidasdizelr compuestos enjaulados.

En el Capitulo 6 se muestra la habilidad del sistema pradergn el Capitulo 5, para generar
estimulos precisos y controlados dg Himultaneamente a la obtencion de imagenes confocales
en ovocitos deXenopus laevisSe presenta el método de obtencibn de las sefales de gake

muestran diferentes registros de sefales de calcio eftasoc

Por ultimo, en el Capitulo 7 se sintetizan los resultaddadesis, se presentan sus conclusio-
nes generales y se discuten sus aplicaciones y las lineagedéigacion que quedan planteadas

a partir de la misma.



Difusion en presencia de trampas.
Coeficientes efectivos y su cuantificaci
mediante FCS y FRAP

En este capitulo se estudia la funcion de correlacionsguebtiene mediante FCS cuando
coexisten procesos de difusion y reaccion. Se describasel de particulas fluorescentes difun-
diendo en un medio homogéneo con trampas, que presenttanmiebabilidad por unidad de
tiempo de atrapar o liberar a una particula de acuerdo aquess de reaccion bi-molecular.
Se presenta la expresion integral de la funcion de caitglgoara este caso. Mediante la apro-
ximacion a tiempo largos se obtiene una expresion acelite la funcion de correlacion, que
es funcion de coeficientes efectivos de difusion. Se estadsalidez de dicha aproximacion y
se compara con el modelo integral. Este modelo aproximaddaduna expresion analitica que
puede ser usada para obtener parametros de reacciorsiodifajustando datos experimenta-
les con el modelo aproximado. Se discute la informacionpuezle ser obtenida empleando el

modelo aproximado en experimentos de FCS y ademas en caaidrincon experimentos de
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FRAP.

2.1. Modelo completo de FCS para paitulas fluorescentes

gue difunden y reaccionan con trampas

A continuacion se estudiara el comportamiento de la fumde correlacion cuando coexisten
procesos de difusion y reaccion. En particular, se des@i caso en que particulas fluorescentes
difunden en un medio homogéneo con trampas, que presaattammrobabilidad por unidad de
tiempo de atrapar o liberar a una particula. El modelo smphs realista, que incorpora trampas

y particulas, es el que reacciona de acuerdo al esquema:

kory
Pi+S . P (2.1)
k'on

dondek,, y k,¢; son las constantes cinéticas de la reaccion. En el esq(ief)a representa
las trampas libres?; representa a las particulas libregyrepresenta a las particulas atrapadas
(ligadas a trampas). El coeficiente de difusion de las tee@sDs y el de la particulas libres es
D¢. Como en general las trampas son moléculas mucho massgrguod las particulas, se asume

gue el coeficiente de difusion de las particulas ligadagued a la de la trampa libre)s.

En el caso en que las particulas marcadas fluorescentediemgan e interactien con tram-

pas de acuerdo al esquema (2.1), la intensidad de la fluo@aasta dada por:

F(t) = / QI(r) ([P/)(r,1) + [B)(x. 1)) dPr. (2.2)

donde[F,] y [P] son la concentracion de particulas ligadas y libres ets@enente/(r) es la
distribucion de intensidades definida en la Ec. 1(88s el producto de la eficiencia de deteccion,
eficiencia cuantica y la seccion eficaz de absorcion dar#qola fluorescente. Esta implicito en
la Ec. (2.2) que las trampas libres, no son fluorescentes y que el brillo de las particulas no se
ve afectado al estar ligadas a las trampas, es por eso gutoekPees comin a ambos términos.
Las trampas se consideran macromoléculas que estéibuidéis uniformemente en el espacio
y que son lo suficiente grandes como para que su coeficientdudedd, D, no cambie al
ligar la particula. Las particulas también se supondfonmemente distribuidas. Particulas y
trampas estan en equilibrio, de forma que las concentrasipromedio sean las dadas por las

concentraciones en equilibriby.,, Pieg Y Seq:

PfeqSeq = Kdeeq7 (23)
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dondeK, es la constante de disociacion definida cafo= k,sr/k,,. La concentracion total
de particulag?,,: = ([Py]) + ([P]) = Preq + Poeq- EN FCS se observan las fluctuaciones alre-
dedor del equilibrio. Para determinar la dependencia esfpamporal de estas fluctuaciones, las
ecuaciones de evolucion de las concentraci@Rgs [P)] y [S]:

% = DyVEIPf] = kon[Pr)[S] + Kogs [P,
8£§b] = DsV?[R)]+ kon[Pf][S] — Kog [Py,
% = DsVP[S] = Fon[PfI[S] + Fops[F); (2.4)

son linealizadas alrededor de la solucion de equilibrio(ES).

2.1.1. QGlculo de autovalores y autovectores

Para calcular la funcion de correlaci@,r), dada por la Ec. (1.9), se linealizan las Ecs. (2.4)
alrededor del equilibrio Ec. (2.3). Definiendd? = Py — P, AB = By,—Pyeg Yy AS = S—5¢,
e introduciendo el tiempo adimensiofal= k.t y espacict = \/k,s;/D; 1, las ecuaciones
linealizadas resultan:

aaA—TP Vg —a 1 —c AP
B2l = |a DVi-1 c AB
9538 —a 1 DV? —c AS
~1
L aras( ) -
—1

dondeD = Dg/Dy,a = Seq/Kqy ¢ = Preq/ Kq. Aplicando la transformada de Fourier a estas
ecuaciones se obtiene:

>

Bﬁ‘q ~9

aT —q°—a 1 —c q
B | = | 4 —D@ -1 c B, (2.6)
% —a 1 _DQQ_C Aq

donde ¢ es la norma del vector de onda adimensional, = ||, v A,(t) =

(27) 2 ffoc;o AA(r,t)e @4d3¢ paraA = P, B,S. Las ramas de los autovalores (adimensio-
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nales)\,(q), de la Ec. (2.6) son:

[\

)\1 = _Dq )
~ 1 ~ - 1 5 9
— - 4 _
N = 2[a+h+(D q +2\/D 422 (D 1>(h a) + (a + h)%,
N, — _1 - ~2 1 ~4 _ 2
Yo = 2[a+h+(D q 2\/D pr (D 1>(h a) + (a+ h)%,
(2.7)
dondeh = 1+ ¢ = Sit/Se, Y la correspondiente matriz de autovectorgg, es
0 —<h+[)(j?+5\2> —(h+Dg2+X3)
y=| n-1 —a —a |. (2.8)
1 a a

2.1.2. [Expresiones de autocorreladn para el modelo completo

Insertando las Ecs. (2.7) en (2.8) como funciorgdm la Ec. (1.15) se obtiene la funcién de
autocorrelacion como la suma de tres contribuciones, gresponde cada una a una rama de

autovalores:

G(1) = Gs(1) + G1(7) + Ga(7), (2.9)
G
Gs(r) = . o —. (2.10)
CEAN T
DS w=Tps
o Pfeq d3q 7 S\QTkOff
i) = ez, | G
2 . 2 4
<21/ + 2 (Ds = Ds)q ) , (2.11)
\/f
o Pfeq d3q 7 5\37'k‘off
6o = ez, | a0
2 . 2 4
<2u—\/—” (Di/ Df)q), (2.12)

donde los términos:; y GG, estan escritos funcion del vector de onda con dimensjapes

A/ korp/ Dy v = koprla+h)y /0 = \/(Ds — Dy)* q* +2¢* (Ds — Dy) kogy (h — a) + 12,
I(q) es la transformada de Fourier de la distribucion de intasiel sistema, Ec. 1.16.
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2.2. Modelo aproximado para tiempos largos

La autocorrelacion dada por las Ecs. (2.9-2.12) se deb@am@mcon la obtenida experi-
mentalmente para determinar los parametros que rigeareorte de las particulas de interés,
en particular el coeficiente de difusion. Con este fin ess@@®tener una expresion mas sim-
ple, es decir analitica de las integrales involucradagsgikts. (2.9-2.12). Notar que el término
correspondiente al primer autoval6fg, puede ser integrado analiticamente. Sin embargo, en
general, no es posible encontrar una expresion angtiticaz; y GG, aunque se puede obtener

una expresion analitica bajo ciertas aproximacionesnfigio et al., 2001; Lamb et al., 2000].

2.2.1. Coeficientes efectivos de difumn

La principal cantidad de interés en los experimentos deé<1&funcion de autocorrelacion,
G(7), la dependencia temporal de la misma esta determinadapautovalores del problema
lineal. Estos autovalores (Ec. 2.7) son negativos y su ngondunciones crecientes del vector
de onda al cuadradq?. Las componentes de mayores longitudes de onda, son lasqaerd
mas lentamente. Inspeccionando las ramas de autovalece$.7)) se observa al recuperar
dimensiones, que el primer autovalgr= Dgq? esta directamente relacionado con el coeficiente
de difusion de las trampas. Los otros dos autovalores nalisectamente proporcionales;a
Pero, en el limite de; pequefio, que corresponde a los modos mas relevantes iemtelde

tiempos largos, pueden ser aproximados como:

th—i-aDs 2
- = 2.13
P (2.13)
CLDf‘FhDS 2
a+h

A2

/\3 ~ —(a+h)koff—

9

dondea = S.,/KsY h = Siot/Seq, S€ dan las expresiones de los autovalores recuperando las
dimensiones. Mientras que describe un comportamiento puramente difusivp@equeno);
incluye un decaimiento exponencial, proporcional, g, superpuesto a la difusion. Los corres-

pondientes coeficientes de difusion asociados son:

Dy + (a/h)Ds

Desi EAE (2.14)
_ (a/h)Dy + Dy
Depy = (T (2.15)

D. s, coincide con el coeficiente de difusiah,,, dado por la Ec. (1.7).
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Figura 2.1: Cociente enti®,. s, y Dy (linea continua) y cociente entfe s, y Dy (linea punteada)
en funcion deu/h.

En la figura 2.1 se muestra el grafico de los coeficientes aiimealesD. ;1 /Dy D.s2/Dy
en funcion dei/h = SZ,/(S:t/<4). Como se puede observar, los coeficientes efectivos de difu-
sibn son iguales par@/h = 1, es decir, paréfq = (SitK4), Y Deg2 > Depy cuandoa/h > 1.
Los valores que pueden tomar los coeficientes de difuséntieds se encuentran entre el coefi-
ciente de difusion de la trampay el de la particula lidbg £ D.;; < Dy), y la suma de ambos

coeficientes efectivos siempre Bs + Dy.

2.2.2. Funcon de correlacbn del modelo aproximado

En el caso general no es posible encontrar una expresifitiGparaGG; y G,. Sin embar-
go, es posible hacerlo en el limite depequeno. Introduciendo una expansion en téerminos de

potencias de” y quedandose a ord&h(q?) en los exponentes, se obtiene:

3
G = f éTqP%)eDef”f (1+0(g") . (2.16)
3 ~ 2
Gy(t) = e / (gﬁ?Sl(q)e—Defm O(qh), (2.17)
%(a—i—h)

dondev, = . La Ec. (2.16) puede ser integrada exactamente si se despteani-

Pt2ot h
nos de order®(q¢*) o mayores, si se combina con la Ec. (2.10) lleva a la ecudeidrf2.18).

Notese en la Ec. (2.17) que el termino principat®&nesO(q?).
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Integrando las Ecs. 2.17 a ordg¢hse obtiene:
GOS GOu

G(r) = + , (2.18)
T T T T
1+ —) /14 14+ — ) J1+
DS w?Tpg TDu W Tpy
donderps = w?/(4Ds), Tp, = w?/(4D,) y Gos y Go, estan dados por:
By
Gog = —4 2.19
8 ‘/;ifpt%tStOt ( )
1 Py
Go, = beq (2.20)

VerProt  VerPiSiot’

dondeV,; es el volumen efectivo y dado que.;;, = D, a partir de ahora se mantendra esta
Ultima notacion. Este modelo aproximado tiene dos téomien la funcion de autocorrelacion,
se observa en la Ec. (2.18) que se pierde la informaciab ge a este nivel de aproximacion.
Los dos terminos que quedan tienen la misma dependencetahgue la funcion de autoco-
rrelacion en el caso de difusion pura Ec. (1.11) para= 2 componentes. El primer término
tiene el tiempo caracteristieg s = w?/(4Dgs) que corresponde al tiempo caracteristico de difu-
sion de la trampa en el volumen de deteccion. El segundané tiene el tiempo caracteristico
Tpu = w?/(4D,) asociado al coeficiente de difusion efectivo colectitiy, the Ec. (1.7) que
depende de los coeficientes de difusion de las particuteenypas y de los parametros de la
reaccion. Si no hubiera trampas, = Dy, y el primer termino de la Ec. (2.18) fuese cero, se
recuperaria la funciébn de autocorrelacion de pardicdifundiendo libremente, Ec. (1.11) y su
valor ar = 0 seria proporcional al nUmero de particulas. En el rait donde todas las particu-
las se encuentran atrapadas por las trampas, la funciéoragacion también tendria la forma

de la Ec. (1.11) pero con el coeficienie ~ Dg.

Estos calculos muestran que, mientras valga la aproximateq pequefio, la funcion de
autocorrelacion presenta dos “componentes”: uno quendiepeel coeficiente de difusion de la
trampaD; y el otro que depende del coeficiente efectivo de difusideativo D, de la Ec. (1.7).
Dada la funcion de autocorrelacion obtenida de los erpantos, la contribucion de los dos
componentes podra ser separada siempre y cuapgaD,, sean suficientemente diferentes (que
difieran en por lo menos un factor 2 [Meseth et al., 1999])oEstvalido, en particular, para el
caso de trampas inmovile®)s = 0, en donde la primer componente desaparece. Si las dos
componentes pueden ser separadas, ajustando la funcautaderrelacion experimental con la
Ec. (2.18) se obtienen cuatro parameti@sg, Go,, Tps Y Tp.. De l0s tiempos caracteristicos
se pueden estimar los coeficientes de difudigny D, previa calibracion de los parametros

geomeétricos del volumen de deteccion.



Difusion en presencia de trampas. Coeficientes efectigosopantificacion mediante FCS 'y
32 FRAP

2.2.3. Lmites de aplicacon del modelo

A continuacion se analizaran los limites de aplicaclérha aproximacion dgq pequefio dada
por la Ec. (2.18). Como se vio en la seccion anterior, laifumde correlacion sin aproxima-
ciones es la suma de tres componentes, G; y G2, cada una correspondiente a una rama
de autovalores);, \s Yy A3, del problema linealizado. La primer componernig, asociada a
A\ = —Dgq? 0 equivalentemente, al coeficiente de difusion de las temyips, puede ser inte-
grada analiticamente. Como ambos integrandos en lasstopes de&+; y G, contienen funcio-
nes exponenciales decrecienteg/tiees posible definir un valor de corig, de forma tal que la
diferencia entre calcular la integral sobre todos los eslaieq y parag® < ¢?, sea despreciable.
Este valor de corte es una funcion decreciente,diste un valor,,;,, para el cual?(7,.:,) €s
lo suficientemente chico como para que la aproximacion quduce a la Ec. (2.18) sea valida

para todor > 7.

Como uno de los propositos de los experimentos de FCS eeekgmpos caracteristicos de
los cuales se puedan derivar propiedades de transportgese gstablecer el rango de valores de
los parametros para los cuales,, < mps, 7p, de forma tal queps y 7p, puedan ser estimados

confiablemente del ajuste de la funcion de autocorrateexerimental con el modelo Ec. (2.18).

Para estudiar bajo qué condiciones es valida la aproximase analiza el siguiente orden en
la expansion de, es decir, se estudia hasta ordefy*) tanto en el exponente, que corresponde

a\,, como en los términos multiplicativos. En esta expangiarny G, resultan:

d? A 2 4 2
Gi(r) = / (2733 I(q) (’erfD“Tq ATy gte P ) : (2.22)
G ( _ —vT d3q j 4 —D,rarq? 299
2 T) = € (27T)3 (Q)Ulq € ) ( . )

ah (Df — D5)2
(a+ h)? iz '
Para despreciar €(q*) en el exponente y en el factor multiplicativo €éq se debe cumplir:

dondeD, y D.s, estan dados por las Ecs. 2.14y 2.2b= v,y y v =

Du
¢ < (2.23)

vy

2 Yo
S Y (2.24)

01

y para despreciar €(q*) enG, se requiere que:
¢t < LermeDepr=Du)rd, (2.25)

U1
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Notese que silo&(¢?) se pueden despreciar pdFg, entonces solamente es necesario pedir que
v+ (Dep2 — Dy)g* > 0 para garantizar que €(¢*) pueda ser despreciado €. Se observa
que esta Gltima condicion sobtiese cumple automaticamentelsis, > D, pero siD ;o < D,
ademas de satisfacer las condiciones en la Eq 8.88be satisfacer la relacion:

v

2
< ——
= (Du - Def2)

(2.26)

Como se puede observar, en la figura 2.1 los coeficientesvetede difusion son iguales para

a/h =1, es decir, paré?c?q = SiotK4, Y Deyo > D, cuandoa/h > 1.

Como se menciond con anterioridad, existe un valor de ggiitque depende de Si el valor
de corte,q?, satisface las relaciones (2.23)- (2.25), la aproxinradi&q pequefio sera valida.
Este valor de corte depende ademas de parametros gemwé&kel volumen de deteccion y de
parametros de reaccion— difusion. Debido a la simélaszolumen confocal, es posible definir

dos valores de corte, uno en la direccion:de? , y otro en la direccion perpendicula, .

10 10
qC27‘ - w% Y c2,z - w2 Y (2'27)
T Depit T T Depit

dondeD,;; = min(D,, D.r>). Dado quew, > w,, entonceg?, < ¢2., basta pedir qug? = ¢2,
satisfaga las condiciones conditions (2.23)- (2.26). Cgfntecrece corr, siempre existe un
valor minimo,r,,;,, tal que sir > 7,,;,,, las relaciones (2.23)— (2.26) se mantengan. En partjcular
es conveniente establecer las condiciones sobre los padgsle forma tal que,,;,, sea lo sufi-

cientemente chico como para que el modelo aproximado (EiB8))2sea valido para casi todos

- h (D;—D
los 7. Reemplazandg?(7) en las Ecs. (2.23)- (2.26) y definiendc= a +a//h) ( fD s) se
a u
obtiene que las condiciones (2.23) y (2.24) son equivadante
7> 10 Trege® — Tpy = toq, (2.28)
7> 10 Treqe@® — Tpy = too, (2.29)
donde se define el tiempo caracteristico de la reaccibrmrom
1 1
Treae = — = ——————— (2.30)

v koppla+h)
Sia/h > 1 (i.e. D.y» > D,) la condicion (2.25) se satisface automaticamente lzgadndi-
ciones (2.29), pero si/h < 1 (i.e. D.s» < D,), la condicion (2.26) se debe satisfacer, esto es
equivalente a:

(1—=a/h) (Dy = Ds)
(1 —i—a/h) Defz

T > 10 Trege — Tpef2 = t03 (2.31)
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donderp. ;2 = w?/(4D.s2) €s el tiempo caracteristico medio de residencia de lakpkas con

D. s, en el volumen confocal.

Por lo tanto, la aproximacion Ec. (2.18) se mantiene parg 7,,;, = max(tos, tos, tos).
ComoDs < D,, los dos tiempos caracteristicos del modelo satisfagen> 7p,. Entonces
el modelo aproximado puede ser utilizado para ajustar siexperimentales y obtener tiempos

caracteristicos confiableswsi;, < 7p,. Estas inegualdades se escriben como:

5Treae VR (@ —1)
oy (1+Q) @

5Treac 2 (®—1)*
Dy (1+Q)P(Q+ )
5Treac (1 — Q) (P — 1)
mr 1+Q) @

< 17 Zf Tmin = tol

<1 Zf Tmin = t02

<1 Zf Tmin = 103

(2.32)

donde(? = a/h, ® = Dy/Dgy mpy = ﬁi. Como{2 > 0y ® > 1, todos los factores que
multiplican 57,.../7py €n las Ecs. (2.32) son menores o iguales a uno. Entoncesnigortar
cualto; sea el mayor, se puede concluir que la expresion aproxicetiafuncion de autocorre-
lacion Ec. (2.18) es valida cuando la reaccion se prochaerapidamente que la difusion de las
particulas libres en el volumen de deteccion, es decmadnae cumple:
1 w?
Fogs + Fon(Preg + 520) 2 7 1Dy

(2.33)

Treac =

Notese que aln cuandp,. =~ 7py, las Ecs. (2.32) pueden ser satisfechas por diferentesicomb
naciones de parametros, talescome: 1,2 < 1 0Q > 1.

2.3. Comparacbn entre el modelo completo y el modelo apro-

ximado

A fin de comprobar que estas estimaciones son correctas yrobargué tan bien se pueden
inferir otros parametros ademas de los tiempos caratitars usando la Ec. (2.18), se analizaron
alrededor de 330 casos que se encuentran dentro del rangdidkz\del modelo. Se descarta-
ron casos dond®;/Dg < 2, con el fin de poder asumir que el coeficiente de difusion de la
particula ligada a la trampd)p,, €s el mismo que el de la tramp@g, con un error menor al
4%. El rango de valores de parametros explorados se listaa &@bla 2.1. Para cada conjunto

de valores de los parametros, se computo la funcion delaordn dada por el modelo completo
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Tabla 2.1: Tabla con el rango de valores explorado

Parametro Rango Unidad
Piot [60-200] nM
Stot [ 500 — 100000]nM

ko;f  [L000—5000 "
K,  [57—400000] nM
Dy [10-100] pm?/s
Dg [0.1-25] pm?/s

(Ecs. (2.9)- (2.12)) que se expresa en terminos de inesgrBhra hacer esto, se uso la funcion
de Matlabdblquadque emplea el método de cuadratura adaptativo de Simpsamypauar las
dobles integrales. Las funciones de correlacion calasatn el modelo completo fueron tra-
tadas como si fuesen curvas experimentales y ajustadad nwdelo aproximado, Ec. (2.18),
para determinar qué tan bien se recuperan los parametmesadcion - difusion empleando este
modelo. El ajuste de minimos cuadrados no lineal se mabn la funcibn de Matlahlinfit.
Cuatro parametros se obtiene del ajustg, Gos, D, y Go,, que luego son comparados con los

valores esperados. Se calcularon lo errores relativosegaimnpara cada parametro.

2.3.1. Incorporacion de ruido

Para corroborar que el modelo presentado permite recu@daaes de parametros confiables
aun en condiciones experimentales, se realizaron pruebagporando ruido a la funciéon de
correlacion del modelo completo. Para simular el ruidceexpental, se agrega a la funcion de
correlacion del modelo completo ruido al azar con distribao gaussiana de valor medio cero y
desviacion estandarigual a 0.025. Luego se realiza el promedio de 234 curvasilealas con

este ruido incorporado.

Esta forma de anadir ruido proviene del analisis de erpanrtos tipicos de FCS. Con el fin
de estimar la magnitud del ruido, se realizaron experineedeoFCS en una solucion acuosa
50 nM de TMR-dextran (Invitrogen-Molecular Probes), erapido una frecuencia de muestreo
de 50 kHz. Los experimentos fueron realizados en un micppsamnfocal FV1000 de Olym-
pus. La serie temporal de la fluorescencia se dividio en 2ghentos, cada uno de ellos con

2 x 10 puntos experimentales. Para cada segmento se calcultotzoaelacion y el residuo,
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Figura 2.2: Mediciones de FCS en solucion acuosa 50 nM de-tkMran (a)arriba Funcion
de autocorrelacion experimental obtenida para uno de3dss2gmentos d2 x 10'° puntos
analizados (linea de puntos) y funcion de autocorretapromedio de las 234 curvas (linea con-
tinua),abajoResiduo, definido como la resta entre la funcion de autetamibn de un segmento
y la curva promedio. (b) Histograma de los residuos par&eigb de correlacion=20usy en

linea continua el ajuste Gaussiano eor 0.019.
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definido como la resta de la ACF de cada segmento y la curvagatiorde las 234 ACF. A modo
de ejemplo, en la figura 2.2(a) se grafica la funcion de caei@h promedio y una de las 234 fun-
ciones de autocorrelacion, junto con su correspondiestiduo. Para cada tiempo de correlacion
se grafica el histograma de los residuos y se ajusta por ussaigaa obteniéndose la desviacion
estandap para cada histograma. El valor ddue menor a 0.02 en todos los casos analizados.

En la figura 2.2(b) se presenta un histograma representativo ~ 0.019.

2.3.2. Resultados

En algunos casos, la contribucién del primer autovalam(@r término de la Ec. (2.18)) a la
funcion de correlacion era despreciable frente a la dmrdion del segundo autovalor (segundo
termino de la Ec. (2.18)). Estos casos eran mejor ajustaoiosl modelo de una componente,
en este caso, la Ec. (2.18) sin el primer termino. El cotpdra decidir si se debe incluir uno o
dos términos en el modelo aproximado fue el siguiente:ssvédores déDs y D, obtenidos del
ajuste por dos componentes era tal que diferian en menas #@% o siDs < 0.01um?/s 0
D, > 200um? /s, entonces se usaba el modelo de una componente corresgerali€ermino
del coeficiente de difusion efectivo. También se emple® ecomponente, en lugar de dos, si la
bondad del ajuste (dada por el chi-cuadrado) con una comfmeea similar o mejor que con

dos componentes.

Como ejemplo, en la figura 2.3 se muestra un caso representalitenido para
D; = 10 ym?®/s, Dg = 0,1 um?/s, P,y = 200 nM, P, = 200 nM, S;,, = 500 nM,
Py = 160 NnM y k,;; = 1000s~'. En la figura 2.3(a) se comparan las funciones de autoco-
rrelacion teorica (obtenida con el modelo integral castpEc. (2.9)) y el ajuste obtenido con
el modelo aproximado considerando en la Ec. (2.18) loselosiho o solamente el termino que
corresponde al coeficiente de difusion efectivo. Los tessgddefinidos como la diferencia entre
entre la curva teodrica y el ajuste, se muestran en la fig@@)2.Como se puede apreciar, en
este caso es necesario incluir ambas componentes en elamilekimado. En la figura 2.3(b)
se grafican cada uno de los tres términos del modelo comides (2.10)- (2.12), como se
puede observar, la componente correspondiente al tert®radar es practicamente nula. En el
mismo grafico se muestran las contribuciones de los dosriés del modelo aproximado. Los
parametros obtenidos del ajuste y sus respectivos vdeigsos se listan en latabla 2.2. En este
ejemplo, el criterio de seleccion indica que se requieae esmodelo de dos componentes. Los

diferentes parametros se recuperaron con errores mdatienores al 204. El mismo ejemplo
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Figura 2.3: (a) Funcion de autocorrelacion del modelogeto (linea continua negra), modelo
aproximado de dos componentes (linea de rayas roja)y magebximado de una componen-
te (linea de puntos azul), en funcion del tiempo de cocr@ter. (c) Residuos entre el modelo
completo y el modelo aproximado de dos componentes (lieeayads roja) y de un componente
(linea de puntos azul). (b) Funciébn de autocorrelacé@mubdelo completo, contribuciones del
primer, segundo y tercer autovalor (linea continua nagija,y azul, respectivamente). Térmi-
nos correspondientes al primer y segundo autovalor en eklm@proximado (linea de rayas
negra y roja, respectivamente). (d) Funcion de autocmi@h del modelo completo con ruido
incorporado (linea de puntos roja) y ajuste por el modeldatecomponentes (linea continua
negra). Curvas obtenidas en un caso representativadgor- 10 ym?/s, Ds = 0,1 um?/s,
P, =200 nM, P,y = 200 nM, S,y = 500 nM, By = 160 NM Yk, p = 1000s~".
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Tabla 2.2: Parametros obtenidos del ajuste de los datomdeéelo completo por el modelo
aproximado de una o dos componentes, correspondientergllejenostrado en la figura 2.3. Se
muestran los valores tebricos exactos, los valores readpse con el ajuste y el error relativo, en
el caso sin agregarle error a la curva ajustada e incorgol@nuido. En cada caso se presenta el

valor de Chi-cuadrado del ajuste.

Modelo aproximado — 2 componentes

Sin ruido Con ruido

Valor Valordel Error Valordel Error

exacto ajuste  relativo ajuste relativo

Dg (um?/s) 0.100  0.087 13% 0.089 11%
Gog 0.00575 0.00512 11% 0.00498  13%
D, (um?/s) 2.76 2.34 15% 2.42 12 %

Go, 0.0167 0.0173 4%  0.0175 5%

Chi-cuadrado 0.00011 0.00012

Modelo aproximado — 1 componente

Sin ruido Con ruido

Valor Valordel Error Valordel Error

exacto ajuste  relativo ajuste  relativo

D, (um?/s) 2.76 1.17 58% 1.25 55 %
Go, 0.0167 0.0221 -32% 0.0221 -32%
Chi-cuadrado 0.34 0.40

presentado en la figura 2.3 se analiza afadiendo ruido, feguta 2.3(d) se grafica la funcion
de autocorrelacion del modelo completo con ruido incagotry el ajuste por el modelo aproxi-
mado de dos componentes. Los parametros de este ajustssatpn en la tabla 2.2. Como se
puede apreciar, inclusive cuando se agrega ruido a la csev@jeden recuperar los parametros

del modelo con niveles de error similar.

La Fig 2.4 muestra los histogramas de los errores relatitasslatos para los diferentes
parametros obtenidos del ajuste de los 330 casos, empleamdodelo aproximado de una o
dos componentes segun el criterio explicado anteriorenédsi Fig 2.4(a) muestra los histogra-
mas para los casos ajustados con el modelo de una compoaents, 284 casos analizados,
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solamente el 6% y el 7 % presenta errores relativos mayores que eldBn la determinacion

de D,y Go,, y sus errores relativos promedio sotf¥oty 4 %, respectivamente. En los 46 casos
analizados con el modelo de dos componentes, figura 2.4@nefciente de difusion efectivo,
D, fue recuperado con errores relativos menores & 35-0,, con errores menores a% . Sus
errores relativos promedio sonB y 2 %, respectivamente. En general, el error en determinar
Dgs 'y Gog es mayor que el error en determinay y Go,. De hecho, el error relativo promedio
paraDgsy Gog es 27% 'y 22 %, respectivamente, y el maximo error relativo encontrattos
casos analizados fue de 68y 53 %, pero solamente el 1% y 7 % de los casos presentan
errores relativos mayores que 30en determinaDs y Gog, respectivamente.

En todos los casos, todos los parametros obtenidos ahapst el modelo aproximado (una
o dos componentes) tienen error relativo promedio menor3§u#. En los casos analizados,
el tiempo caracteristico de difusion ; era entre 4 y 40 veces mas grande que el tiempo carac-
teristico de reaccion,.,.. Inclusive cuando;.,. ~ 7p; €l modelo aproximado puede ser usado

siempre y cuando se satisfagan las Ecs. (2.32).

2.4. Informacion que se puede obtener aplicando el modelo

aproximado

2.4.1. Informacion que se extrae en un experimento de FCS

Si la funciobn de correlacion experimental se puede ajustando las dos componentes en
el modelo aproximado Ec. (2.18), en un experimento de FC®tsenen los valores estimados
de Dg, D, Gos y Go,. Dado queG(r = 0) es inversamente proporcional al nUmero total de
particulas fluorescentes en el volumen de deteccionneerdracion total de particulas fluores-
centes se puede estimar coflg, = 1/(V.;Goyr) CONGoyy = G(17 = 0) = Gog + Go,. Si
el coeficiente de difusion de las particulas libfeés es conocida priori, el nimero total de
trampas, la fraccion de particulas ligadas y libres y lastante de disociacion de las trampas

pueden ser inferidas a partir de los parametros de ajuste:

1 1 (D — D,)7?
St = T3 A |G Goyr=———~|
T VG, Gos | 7Dy~ Ds)
1 GO% (Df - Du)(Du - Ds)

VvefGO%Ot GOS (Df — Ds)2

K, =
(2.34)
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(b) Parametros de ajuste del modelo de dos componentes

Figura 2.4: Histogramas de los errores relativos absopsdos los parametros de ajuste del mo-

delo aproximado con una (a) o dos (b) componentes.
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Si en cambio se conoce de antemdnpo la concentracion total de trampds,;, el coeficiente
de difusion de particulas libres puede ser estimado. jeanpo, si K, es conocido, se puede
reescribir la Ec. (2.19) en términos &, Py Y K4, Y:

P B Go, . Go, 2 B K,Gog
Jeo = 2‘/5fG0t20t 2‘/;fG01f20t V;ffGO%ot 7

Pbeq = Pt — Pfeq- (235)

Usando estas concentracion®s,es estimado como:

Dy =D, + (D, — Ds). (2.36)

Por lo tanto, es necesario conoegpriori el valor de un parametro de reaccion o de transporte a

fin de estimar los cinco parametros de interés de un Umxigeranento de FCS.

2.4.2. Experimentos de FCS a diferentes concentraciones

Si los experimentos de FCS se pudiesen repetir variandoneéro de particulas marcadas
fluorescentemente y manteniendo el resto de las condicsamesodificar, entonces seria posible
inferir el coeficiente de difusion), y las variables de reaccion de la serie de experimentos, sin
tener conocimiento de alguno de los valores de los paraséé reaccion-difusion. En principio,
variar el nUmero de particulas fluorescentes en un sistemafectaria a la concentracion de
las trampas, la constante de disociacion o a los valoresdedeficientes de difusion de las
trampas ni de las particulas libres. EI nUmero minimoa&diones diferentes en las que se
deberia realizar el experimento de FCS serian dos, encasmel coeficiente de difusidny,

por ejemplo, podria calcularse como:

Go? (GOg)Ds + GOQ(})DS)>

1)
(\/Gog) — \/Gog)) GOyt

(G Ds + G DY)

(1)
s
(2) ’
<\/Gog2) — \/Gog)) Gojor

(2.37)

donde los superindices identifican el experimento reddizzon concentracion total de particu-
las quorescente:?t(jt). Por supuesto que si se pudiese realizar una serie de exp¢osnpara
varios valores dé’,, resultaria mejor para extraer la informacion acerc@)dgjunto con los

parametros de la reaccion.



2.5 Combinando la informacion de experimentos de FRAP y FCS 43

2.5. Combinando la informacbn de experimentos de FRAP y
FCS

Hasta ahora se han mostrado las propiedades de transperpeigden inferirse a partir de
experimentos FCS. Mas concretamente, se ha demostradpapaeun sistema en el cual las
particulas fluorescentes difunden y reaccionan con tram@acuerdo al esquema (2.1), FCS da
el valor del coeficiente de difusi@n,,, que se define en la Ec. (1.7). Aln asi, este es un coeficien-
te efectivo que combina parametros que caracterizanreddoate con parametros asociados a la
reaccion. Seria conveniente extraer informacion soada uno de estos procesos por separado.
Como se ha mencionado en Pando et al. [2006], en el limiteatxiones rapidas, los experi-
mentos de FRAP dan el coeficiente de difusion efectivo diégquéais marcadas, es dedir,, tal
como se define en la Ec. (1.6). Por lo tanto, realizando exygatios de FCS y FRAP se puede
esperar obtener informacion mas alla de los coeficiatgekfusion efectiva, mas concretamente
sobre algunas de las cinco incognitas que caracterizastets en estudid)s, Dg, Piot, Stot Y

K4, a partir de los cuales el resto de los parametros, con &pexan det, s, se pueden derivar.

Combinando la informacion de experimentos de FRAP y FCS

Los experimentos de FCS y FRAP se realizan empleando caacemes de particulas fluo-
rescentes muy diferentes. Mientras FCS requiere concemies muy bajas~ nM) con el fin
de detectar las fluctuaciones de fluorescencia, FRAP na@ssitentraciones mucho mas altas
(~ puM), de modo que la curva de recuperacion de la fluorescengmuesga construir ade-
cuadamente. Si se tiene un sistema de particulas fluotescgtrampas que difunden y reac-
cionan de acuerdo al esquema (2.1), en el cual la concémirde particulas marcadas fluo-
rescentement®,,; puede modificarse, se podrian llevar a cabo: un experindsnt€CS a una
concentracion de particuldd,, = PECS y un experimento de FRAP B, = PEFAP. En
principio, la constante de disociacion de la reacciortipalias-trampa y la concentracion de
las trampas no cambian al variar la concentracion decpges fluorescentes,,;. Suponien-
do que los tiempos de reaccion son mucho mas cortos quéulsiati Ec. (2.33), la funcion
de correlacion para FCS se puede aproximar por la Ec. (2.88)experimento de FRAP da
el coeficiente efectivo de difusio);, de la Ec. (1.6). Como resultado se tendran los valores
de Ds, D, (PECS), PECS y D,(PERAF). La relacion entre la fluorescencia medida y el nme-

ro de particulas fluorescentes se puede estimar en expeosnge FCS mediante la Ec. (2.2):
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(FFOS) = [QI(x){[Pfl(r,t) + [B)(r,t))d®r = Py [ QI(r)dPr = 0P, donde(F %) es

la amplitud de fluorescencia media en el volumen de deteatgd experimento de FCS. Si el
experimento de FRAP se puede realizar empleando el misnooneol de deteccion, entonces
podemos estimaPf /4" como PLRAP = g(FFRAP) De esta forma, combinando la informa-
cion de FRAP y FCS obtenemay;, PEC% y PERAP . También se cuenta con expresiones para
Gos(PLCS), Go,(PECS) (Ecs. (2.19) y (2.20))D.(PLCS) (Ec. (1.7)) yDi(PLAT) (Ec. (1.6))

de las cuales es posible inferir todas las variables de iteaées decir,S,.;, K4, fraccion de
particulas libres y atrapadas) y el coeficiente de difulire D;.

Por otra parte, si el experimento de FRAP pudiese llevarsda a la misma concentracion
de particulas fluorescentes que en FCS, no habria infasmaaficiente para extraer todos los
parametros de reaccion y de transporte. De hecho, el mygéde difusion efectivo medido por
FRAP en las mismas condiciones que en el FCS, proporciongiiaannformacion que se puede
obtener utilizandd~os y D,,, de forma queDy, S;: Y K4 no se podrian estimar sin conocer de

antemano el valor de alguno de ellos.
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marcadas

Al marcar fluorescentemente particulas o compuestos, gcomin que una parte de estas
particulas no resulten marcadas. Esto sucede, tanto ahmalrcompuesto de interés unien-
do quimicamente una molécula fluorescente [Walling e2809; Keppler et al., 2003; Smith,
2007], como en la técnica de fusion de proteinas a praseiluorescentes [Stepanenko et al.,
2008; Chudakov et al., 2005], en donde no sblo esta preseptoteina de interés marcada fluo-
rescentemente sino también la proteina endbgena (qdeg® el sistema bioldgico) sin marcar.
Hay que tener especial cuidado en la interpretacion deedtados al estudiar procesos de di-
fusion y reaccion por métodos opticos en un sistema eaogxisten moléculas endogenas sin
marcar y las molécula modificadas. En este capitulo, seliedt aplicacion de FCS a un sistema
de particulas marcadas y no marcadas que presentan la fuisor@nalidad, y reaccionan con

trampas de la misma forma. El modelo se aplica al sistemaictgtdhdonde se reinterpretaran
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los resultados obtenidos por diversos grupos que invessigainamica.

3.1. Caso pariculas marcadas y no marcadas

En este caso hay un solo tipo de tramf@ano fluorescente y un solo tipo de particula, que
puede estar marcada fluorescentemehtep no marcadaP“. Las particulas, tanto marcadas
como no marcadas, tienen el mismo coeficiente de difuside, D, y reaccionan con las tram-
pas de la misma forma. O sea, las constantes cinéticas e&deidn ., Y k,r) son las mismas
para ambas clases de particulas. Suponemos que el estldordscencia no se modifica a lo
largo del tiempo y que la fluorescencia de las particulasamobéa al ligarse a las trampas, si
una particula marcada se liga a una trampa, permanecedaaiaevamente consideramos que
el peso molecular de las trampas es mucho mayor al de lasypastmarcadas y no marcadas,
considerando al coeficiente de difusion de las partidigasias igual aDg, el coeficiente de
difusion de las trampas libres. El esquema de la reacci@st caso sera:

Fofs

Pi+S — P (3.1)
kon
Foss

Py+S ., B (3.2)
kon

En la notacion usada, el subindice indica si la partieska libre () o ligada 6) y el su-
praindice, si esta marcadg ¢ no marcadau). Las ecuaciones de evolucion de las concentra-

ciones seran:

3[81?] —  DyVIPY] = ko Pl] 8]+ s [P]
a[a?] = DgVP[P] + kon[Pf] [S] — koss [Py
% = DsV2[S] = konlPJ] [S) + kogs[Pi] = kon[P}] [S] + ko [P}]
a[gf L DB kP2 18]+ g B
@ = DgV2[PY] + kion P [S] — kiops [P}

Siguiendo con el procedimiento de capitulos anterioresealiza un cambio de variables
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alrededor del equilibrio y se adimensionalizan empleando:

T = kofft
k

& = ~oIl %
Dy

Las concentraciones en el equilibrio estan dadas por:

Pl S = KiPL,
PL,Sey = KiPl, (3.3)

Las concentraciones totales de trampas y de particulas marcaddy’,, sin marcarP!,, y

totalesP,,; estan dadas por:

St = S+ P+ Dy

P, = P;+P

Py = P+ B

P = P+ P+ P+ B (3.4)
respectivamente, y en este caso importara la fraccioradeeplas marcadas definida corfie=
Pttot/Ptot-

Aplicando la transformada de Fourier al sistema lineabzaldededor del equilibrio, se ob-

tiene:

—i*—a 1 —c 0 0
a —D§? —1 c 0 0
—a 1 —D@ -t — v —a 1 (3.5)
0 0 —ct ] 1
0 0 c* a —Dq~2 —1

dondeg es la norma del vector de onda adimensiofiak |q| y se definieron las constantes

~ DS S Pt Pu . Stt
D==28 =24 ¢ = L4y m_ _J4 Notar que considerando= 1 + ¢ + ¢* = =%,
D, TR, TR,V TR, : rere=g,

. d . q
entonces y h quedan definidos como en el caso de todas las particulaadaarpresentado en

el Capitulo 2.
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Los autovalores de la matriz definida en Ec. 3.5 resultan:

N o= -D¢

Ao = —%(a+h+(1+b)@2)+%\/(D—1)Qq4+2([)—1)(h—a)@2+(a+h)2
- —%(a+h+(1+[))cj2)—§ (D — 124"+ 2(D — 1)(h— Q)@ + (a + h)?
A = —%(a+1+(1+l~?)62)+%\/([?—1)2§4+2(D—1)(1—@)@2+(a+1)2
Xy = —%(a+1+(1+l~))g2)—% (D =12 42(D - 1)(1 —a)@® + (a + 1)?

Para calcular la funcion de correlacion es necesarioa®ria matriz de autovectores asocia-

da a la matriz de la Ec. 3.5.es la matriz de los autovectores en columnas:

0 (ct/c¥) (ct/c¥) B
c! (c*/c*) o (c*/c*)s —¢1 —¢5
xX=1| 1 —(d+c")/c ¢o —("+c")/c" ¢35 O 0
0 1 1 1 1
c ®2 ¢3 Ps @5
donde

¢ = (a+@ +X)/h

s = (a+@+X3)/h

¢s = (a+@+ )

o5 = (a+@+Xs)

3.1.1. Funcodn de correlacbn para particulas marcadas y no marcadas

Para calcular la correlacion se emplea la expresion de.ld E5, en donde se considera el

brillo de cada especie, en este caso las Unicas que posessfiencia so; y F;. Asignando:

Ch ZP}eq Y Q1=Q
Cy Zszeq Y Q2=Q
C3 = 5S¢ Yy Q3 =0
Cy ZP}Leq Yy Qs=0
Cs5 = P, y Qs =0
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y usando los autovalores y autovectores con dimensiondsn¢dn de correlacion se escri-

bira como suma de 5 términos, cada uno de ellos expresaa@: co
1 .
d*ql(q)gi(q,
5 [ Palt@(an)

dondel(q) es la transformada de Fourier de la distribucion de intiesilel sistema, Ec. 1.16.

GZ(T) =

Sin ninguna otra aproximacion, los integrandos de la fumdie correlaciom; son:

nar) = e

slan = 4k0f§f(€thgt)2 (hc—t 1) [21/ FYEE = (D\f/*:lDS)qu etm
W) = ey [ v - R o
plan = 41{;015(%?&15)2 (hcj 1) Pyl VR = (D\;é DS)qu eMT

Cong la norma del vector de ondpcon dimensiones 'y
v = koss(a+h)
o= koprla+1)
Vel = \/(Ds — Ds)q* +2(Ds — Ds)(a— h)/(a+ hywg? + 2

V32 = \/(D; —Ds)q* +2(D; — Ds)(a— 1)/(a+ Dig? + v2.

3.1.2. Coeficientes efectivos de difumn

Recuperando dimensiones y aproximando a otdéos autovalores resultan:

A= —DSQQ

)\2 ~ _Deflq2

&
2
|
X
|
N
3
L)

ty
2
|
S
|
S
&
=
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donde definimos los coeficientes efectivos de difusion:

Df + (a/h)DS

Den 1+ (a/h) (3.6)
e — L1 D: o
Doy = LS (3.8)
Deps = Cmﬁ_;a% (3.9)

Aligual que en el caso de todas las particulas marcadagjailos autovalores esta asociado
con la difusion de la trampa y es exacto; también se reangam la aproximacion a ordeh los
dos coeficientes de difusion efectivbsy, y D, s, del Capitulo 2 (Ecs. 2.14 y 2.15). Al haber
particulas no marcadas, aparecen dos nuevos coeficientaigudion efectivosD.rs Y D, 4.
D.y3 tiene la misma expresion que el coeficiente de difusioatefeencontrado en el caso de
un experimento de FRAP con particulas todas marcatagc. 1.6.D.;, presenta el mismo

factor queD. 3 pero en lugar de estar multiplicanddia, esta multiplicando & .

3.1.3. Funcon de correlacbn para tiempos largos

En este caso, la funcion de correlacion aproximada a aytigene tres términos:

G(r) = Gos I Go, Goy

(+m) it e () item (1+Z) 1+

(3.10)

definiendo el peso correspondiente a cada término como:

Pt 2

GOS ( beq) —

‘/;fStOt(Ptot)

pt

Go, = fus Qf(a+ i)

Vef(Ptot) h

(1-1)
Go, = —~— I/ (3.11)

L VPl

dondeP}, es la cantidad total de particulas marcadgda fraccion de particulas fluorescentes.
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Los tiempos caracteristicos asociados a cada coeficierdéusion son:

= L 3.12
TDS 4D ( )
w2 Df + (a/h)DS
= _T D = A
e =D, u 1+ (a/h) (3.13)
w? Dy +aDg
™ =1 D =—LIE (3.14)
(3.15)

En la aproximacion a ordeq? no hay contribucion de los autovalorgsy \s;. Solamente
las ramas de autovalores que se aproximan a cero cuprdd) contribuyen a&(7), esto ha-
ce que no haya ningun factor exponencial en la funcion desleeion. El primer término en
la Ec. 3.10, se resuelve exactamente y es el asociado alien&dide difusion de la trampa; el
segundo téermino esta asociado al coeficiente de difusn@ontrado en el caso con particulas
todas marcadas, y el tercero corresponde al asociado atieaédide difusion efectivo de FRAP
en el caso de todas las particulas marcadas. Notese qadnayrparticulas sin marcaf, = 1,
este Ultimo término se anula y se recupera la soluciéa particulas siempre fluorescentes en-
contrada en el Capitulo 2. El valor del coeficiehtesera siempre menor o igual al valor B,
de hecho la relacion que cumplenies < D, < D,, < Dy.

En total, el sistema de particulas descripto en esteutapieéne 12 incognitas: los coeficien-
tes de difusionDg, Dy, la constante de disociacii,, y las concentraciones de las diferentes

espeCieSDtota Pttota Ptqéta Stota Seq; P}eq’ Pt P}Leq; Pu

beq? »eq- EN CUANtO a las ecuaciones, hay 4 ecua-

ciones de conservacion de trampas y particulas totate S(&), dos ecuaciones de equilibrio de
las reacciones (Ec. 3.3) y 6 ecuaciones que provienen déécten de los parametros de ajuste
del modelo,Dg, D;,D, y Sus respectivos pesé®g, Go; y Go,. Esto da un total de 12 ecuacio-
nes con 12 incognitas, por lo que uno podria esperariaedk, recuperarlas todas a partir de un
experimento de FCS de este tipo. Sin embargo no todas lasieces son independientes entre
si por lo que es necesario contar con datos adicionaleoptgaer todas las cantidades desco-
nocidas. Se puede elegir usar la informaciondeD,, o Go,, y suponer conocido &, S,

0 K, para poder estimar todas las incognitas, a menos que $& eépkperimento a diferentes

concentraciones de particulas marcadas, por ejemplo.

En la seccion siguiente presentamos una aplicacioncpéati de esta forma de proceder
para extraer informacion sobre algunos de los paramitvoticrados en un problema de gran

relevancia biol6 gica, la embriogénesis.



Cuantificacion de coeficientes de difusion por métodugos en presencia de particulas no
52 marcadas

3.2. Aplicacion del modelo al sistema de Bicoid

3.2.1. Sistema biddgico y su relevancia

Uno de los mayores enigmas en la biologia del desarroll@e®das células embrionarias
indiferenciadas son capaces de adoptar diferentes desthdares dependiendo de su posicion
en el embridn. Se conoce la existencia de moléculas caplceictar a estas células un destino,
mediante gradientes de su concentracion. A este tipo decuak se lo denomina morfégeno.
Uno de los mas conocidos es el factor de transcripcioni®i(fcd), estudiado especialmente
en mosca®rosophila melanogasteSabiendo ya la causa por la que las células embrionarias
son capaces de adoptar destinos diferentes el interésvadchdo en descubrir como se forma

el gradiente que hace posible este fenbmeno.

Uno de los mecanismos propuestos para explicar la formagbgradiente Bcd es un mode-
lo basado en la difusion de este producto, que se conoce somere de SDD (sintesis, difusion
y degradacion de Bcd). Este modelo supone que el mMRNA Becdnsaoingln tipo de transporte
y queda confinado en el polo anterior del embriorDdenelanogasterEs la traduccion de ese
MRNA 'y la posterior difusion del producto lo que formarigmadiente Bcd, permaneciendo mas
concentrado en el polo anterior que en el posterior. Esteelopdsi como otros modelos pro-
puestos, depende fuertemente de la velocidad de difusiddadl en el embrion. Es por eso que
han surgido en los Gltimos afios, muchos trabajos basado&€®dos 6pticos para determinar la

difusion del Becd en el embrion.

Diversos experimentos de FRAP realizados con Bcd marcadeefictentemente han dado
como resultado valores del coeficiente de difusion menaregm?/s. La velocidad de difu-
sion estimada de esta forma no es lo suficientemente alta pama establecer el gradiente tan
rapidamente como de hecho se establece, entrando en twafiicel modelo SDD. Recientes
experimentos de FCS en el embrion, han dado como resulteficientes de difusibn mayores,
gue sostienen el modelo SDD. Ha surgido una gran contreveesiido a estas diferencias en la
estimacion del coeficiente de difusion del Bcd y su repgtouen la validez de modelos.

En este trabajo no se busca validar o refutar el modelo SDD, ieentender y explicar la
diferencia en las estimaciones del coeficiente de difudé@mBcd. La explicacion que aqui pro-
ponemos esta basada en nuestro modelo que determinagasreosas, como los coeficientes
gue se obtienen por FCS dependen de los parametros tasfidel problema. Esto nos permite

no solo explicar las diferencias observadas sino tamhienir varios parametros de interés en
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el caso de Bicoid.

3.2.2. Aplicacbn del modelo al sistema de Bicoid

Los resultados experimentales de FCS que vamos a analizasgonden a los presentados
en Abu-Arish et al. [2010] obtenidos en embrionedatesophila melanogasteEn estos expe-
rimentos se usan embriones que expresan Bcd fusionado pootéana fluorescente egfp. Los
autores muestran que la proteina marcada es funcionacessk comporta dentro del embrion
como el Bcd sin marcar. Teniendo en cuenta que la egfp nacestiempo de maduracion an-
tes de poder emitir luz, suponemos que los experimentosepusat interpretados utilizando el

modelo de particulas marcadas y no marcadas introducidstercapitulo.

El embridon deDrosophila melanogastesufre sucesivos ciclos de mitosis e interfase en don-
de los nidcleos se dividen. En la interfase los nucleandsien diferenciados del citoplasma y
el Bcd se encuentra en mayor concentracion dentro de ldeadl Durante la fase de mitosis
del ciclo celular la membrana que rodea al nlcleo se desdniaay no queda determinada la
separacion entre citoplasma y nucleos, mezclandosmidenidos de los mismo. La concentra-
cion de Bcd en el citoplasma durante la interfase aumewéariente con respecto a la mitosis.
Los experimentos de Abu-Arish et al. [2010] fueron realmadmpleando la técnica FCS en el
citoplasma cortical del embrién durante la interfase. Aotres buscan ajustar la funcion de

autocorrelacion obtenida mediante expresiones de laaform

1 B
G(T) = N(l—FﬁeT/TB) X

o - (3.16)
=1 (1+ (%) ) 1+ (w;j) |

conn, el nUmero de componentes consideradas; (, 2, 3), w, Y w, parametros que caracteri-

zan el tamafio del volumen de deteccibn y que se obtienetiadeacalibracionesy, = (0.40+
0.03)um, w, = (2 + 0.5) um en los experimentos aca analizados) y el resto de los jgardsm

ser ajustados a partir de las observaciones o fijados en bases aonsideraciones. En particular,
By 7 caracterizan propiedades del fluoroforo que los autonqesrsn conocidas de antemano,
siendo sus valoreB = 0.2 y 7 = 0.22 ms para el subconjunto de ajustes que se considera en
esta Tesis. Los parametras, por otro lado, son o bien considerados fijas & 1) o ajustados
para abarcar también casos de difusion anomala, losauesponden a; # 1. Sin embargo,

los ajustes de Abu-Arish et al. [2010] dan~ 1. Por lo tanto, solo se consideran los resultados
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de Abu-Arish et al. [2010] en los que se fagpriori o; = 1 para todos log. En la Ec. (3.16)

N es el nimero medio de particulas fluorescentes en el voldeeeteccion y los varias son

los tiempos de residencia promedio en dicho volumen de lagponentes consideradas. Estos
ultimos siempre son determinados a partir del ajuste denleidn de autocorrelacion experimen-

tal y permiten estimar coeficientes de difusion mediantelecionD; = w?/(47;). Debido a
limitaciones experimentales, el valor dees estimado en experimentos separados (hechos en el
nacleo) por lo que la incerteza en esta cantidad es bagjearide. En la tabla 3.1 se presentan
los datos obtenidos en Abu-Arish et al. [2010] a partir dedjostes. En la misma tabla, se pre-
senta el coeficiente de difusion estimado a partir de exyggrios de FRAP realizados en Gregor

et al. [2007], empleando la proteina fusionada Bcd-egfpmte la fase de mitosis.

Todos los tiempos de residencia obtenidos en Abu-Arish.¢2@10] son mucho mayores
gue el caracteristico del fluoroforez. Esto implica que el factor que multiplica a la sumatoria
en (3.16) es aproximadamente igudl/a&v parar > 7;. Por lo tanto, es de esperar que un ajuste
hecho con la funcion (3.16) donde el prefactor fuera reamguo porl /N daria aproximada-
mente los mismos valores de tiempos de residencia. Ahona to@ expresion de este tipo para
la funcion de autocorrelacion tiene la misma forma queal@®ximaciones obtenidas en esta
Tesis Ec. 3.10. La mayor diferencia radica en que las apm@oiones obtenidas en esta Tesis
permiten relacionar las cantidades inferidas a partir jst@ de los experimentos con parame-
tros biofisicos de un modelo del proceso en estudio. A noatiion se interpretaran los valores
de la tabla 3.1 en funciébn de las expresiones obtenidas eramo del modelo propuesto en
este capitulo para inferir varias cantidades de intéébe notarse que en esta tabla se dan las
fraccionesF;, con la que cada componente contribuye a la funcion de autdacion, en lugar
de los pesog-o;, de la Ec. 3.10, debido a las incertezas en la determina@gdn. La relacion
entre estas cantidades es:

Go;

F;, = 100 % (3.17)
Goyor

dondeGOtot = EGOZ

Para analizar los resultados de los experimentos de Alsh/At al. [2010] se supone que
en el embrion hay Bcd marcado y sin marcar y que puede esteciomando con sustancias
gue actban como trampas. Por lo tanto, se utilizara laesxpm analitica de la Ec. 3.10 para
interpretar los datos de la tabla 3.1. En esta tabla se lissaresultados obtenidos en Abu-Arish
et al. [2010] a partir de ajustes usande- 2y n = 3 componentes. En el cago= 3 se identifica
al menor coeficiente de difusio®() con el de la trampa)s, al mayor (O3) conD,, y al restante
(D2) con D, (dado queDs < D, < D,). En el caso de 2 componentes, se suponelgige: 0
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Tabla 3.1: Datos de experimentos de FCS y FRAP realizadokeanb#ion deDrosophila me-

lanogasterempleando Bcd fusionado con la proteina fluorescente elyipSregfp.

Mediciones de FCS en citoplasma durante la interfase AlishAat al. [2010]

Bcd-egfp
Parametros de ajuste can=3 componentes
Coeficiente de difusion Peso
D; =(0.095+ 0.037)um? /s Fi=6+2)%
Dy = (1.6+ 0.5) um? /s F,=(32+6)%
D3 = (144 2) um?/s F;=(63+8)%
Parametros de ajuste con=2 componentes
Coeficiente de difusion Peso
D; =(0.38+4+ 0.03) um? /s Fi=(18+1)%
Dy =(8.94 0.4) um?/s F,=82+£1)%
NLS-egfp
Parametros de ajuste can=2 componentes
Coeficiente de difusion Peso
D; =(1.04+ 0.1) um?/s Fi=(11+1)%
D, =(26.5+ 0.9) um?/s F,=(89+1)%
Medicion de FRAP durante mitosis
Bcd-egfp
Dypprap =[0.37 - 1] um? /s Abu-Arish et al. [2010]

Drpgap = (0.304 0.09)um? /s Gregor et al. [2007]
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y que los coeficiented); y D,, corresponden &, y D,,, respectivamente. Como se aprecia en
el ajuste de 3 componentedy < Dy, D, (~ 0.1 um?/s) y contribuye tan sé6lo en un 5% a la
correlacion total. Por lo tanto es razonable pensar questieade dos componentes corresponde
al limite del ajuste con = 3 en un caso en que es posible despreciar la contribucioeirno
asociado @y frente a la de los terminos asociadd®a D,,. En la tabla 3.1 se incluyen también
los valores del coeficiente de difusion obtenidos por FRARlecitoplasma durante mitosis.
Como se discutid en el Capitulo 1, el coeficiente que senaston esta técnica FRAP é5.
Teniendo en cuenta que la variacion en la concentractoplasmatica de Bcd-egfp observada
en mitosis y en interfase es de alrededor del 20% Gregor §€@7], es de esperar que el
valor de D; no varie demasiado entre ambas situaciones si suponeraa tjpo de trampas
presentes no varia. El rango de valoredi@btenidos en las mediciones de FRAP (realizadas
durante la mitosis)D#4F = [0.21 — 1]um? /s, concuerda con los valores obtenidos por FCS
(en experimentos hechos durante interfase) que mediantedzlo propuesto ~ se interpretan
como correspondientes &, DI'“ = [0.38 — 1.6]um?/s. Esto muestra la plausibilidad del
modelo desarrollado en este capitulo. De acuerdo a é&sigyexle decir que la diferencia de
estimaciones del coeficiente de difusion del Bcd medidaB@8, Abu-Arish et al. [2010], y
FRAP, Gregor et al. [2007], es totalmente compatible coreehb de que ambas técnicas dan

informacion sobre distintos tipos de coeficientes de tfusfectivos.

3.2.3. Estimacon de parametros de la reacabn del Bicoid con trampas

Empleando el modelo propuesto en este capitulo, no sotamserpueden explicar satisfac-
toriamente las diferencias en los coeficientes de difusiédidos, sino que también se pueden
estimar parametros referidos a la reaccion de Bcd corolsibles trampas. Para determinar todos
los parametros de interés es necesario contar con inébdmadicional. En particular, es posible
hacerlo si se conoce el coeficiente de difusion libre de &xfg; D 5.4 (al que identificamos con
Dy en nuestro modelo). En Abu-Arish et al. [2010] se preserganltados de experimentos de
FCS realizados con la proteina NLS-egfp, los que se hanidwen la tabla 3.1. Como se men-
ciona en el trabajo de Abu-Arisét al, la NLS-egfp deberia moverse principalmente de forma
libre dentro del citoplasma, aun cuando pudiera interactoa factores de transporte nuclear.
Por lo tanto, se espera que los experimentos hechos con gfpSian informacion sobre el
coeficiente de difusion libre de Bcd-egfpi... Pero antes de utilizar estos nuevos resultados

es necesario hacer ciertas consideraciones sobre losieoefscde difusion. En primer lugar,
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tenemos en cuenta la ecuacion de Stokes-Einstein quéredaal coeficiente de difusion), de

una molécula con su radio hidrodinamicgy:

D kT |
67T77RH

(3.18)

dondek es la constante de Boltzmadfi,la temperatura y) la viscosidad del medio. En el caso
de proteinas globulares, el radio hidrodinamico se pwegeesar en terminos de la densidad
molecularp y el peso molecular de la proteina/ {1'):

3 1/3
Ry = (—MW) . (3.19)
dmp

Como la densidad de las proteinas globulares no variasiaduay es del orden de 0.7 gml[Ja-
ckson, 2006], se puede estimar el cociente de los coefisiéetéifusion para dos proteinas en

un mismo medio y a la misma temperatura empleando las E&y311.9:

DBcdfegfp _ (MWNLSegfp)1/3

3.20
MWBcdfegfp ( )

DNLsfegfp

De los experimentos de Abu-Arish et al. [2010] realizadas Mo S-egfp (tabla 3.1), se obtiene
DNLS—cgfp = (26.5+ 0.9) um?/s, y cOMOM Wieq—cqrp = 80 kDAY MWi1s—cqfp, = 30 kDa,
una estimacion del coeficiente de difusion libre del Bcdigg.; ~ 18.7 um?/s. Los valores de
coeficientes efectivos de difusion deben ser menores deigjad) 5.4, 10 que se cumple en el
caso de estudio.

Usando la estimacion deg., y los coeficientes efectivos de difusion del ajuste de lbsda
experimentales del Bcd, se pueden obtener las cantidahesrsionales,,/ K Y Seq/Stor- EN
el caso del ajuste por 2 component8s,/ K, = 49 y para 3 componentes, /K, = 12. Las
diferencias entre estos valores se deben a que para el dgu3teomponenteB; ~ 1.6 ym?/s,
mientras que para el ajuste de dos component&s es0.38.m?/s. El factor 4 en la estimacion
de D, es el que se traslada al cociete/ K. A partir del valor deS,,,/ K, se puede calcular la
fraccion de particulas (Bcd) libres, que resulta ser 2 %84, ®ara 2 y 3 componentes, respecti-
vamente. Esto indica que la cantidad de Bcd libre es muy chicéraccion de trampas libres,
Seq/ Stot, €Stimada usando el ajuste de 2 y 3 componentes es 2.3 % y fed@éctivamente. En
ambos casos esto indica que, de acuerdo al modelo desdoreticeste capitulo, practicamente

todo lo que esta actuando como trampa tiene ligado Bcd.

Por otro lado, a partir del peso relativo de la componenteespondiente &, (F; para
n =2y Fy, = 2 paran = 3), se puede estimar la fraccion de particulas fluoressegfitesin
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Tabla 3.2: Estimaciones de parametros de las posiblepasutiel Bed inferidos a partir del

modelo propuesto.

Ajuste 2 componentes Ajuste 3 componentes

S.,/[Bcd-egfp] 0.028 0.043
K ,/[Bcd-egfp] 5.810~4 0.0038
Siot/[Bcd-egfp] 1.2 1.4
S.q/[Bcd] 0.023 0.030
Kal[Bcd],o 4.71074 0.0026
S,/ [BCd]or 1.00 0.95

necesidad de hacer uso del valby; = Dp... En el casar = 2 la fraccion es 82% y para 3

componentes es 68 %.

La informacion obtenida hasta este punto se puede regsgrilibtener a partir de ella el
cociente entre los parametros de la tranfg, K, Yy Si.t, Y la concentracion total de particulas
fluorescentes [Bcd-egfp] (al que se identifica égn = f P,,; en el modelo desarrollado en este
capitulo). También es posible obtener los cocientes@anmhcentracion total de Bed, [Bgg]=

[Bcd]+[Bcd-egfp] (al que se identifica cail,;). Los resultados se presentan en la tabla 3.2.

Si se estima la concentracion de Bed en el embrion, eslgasferir S, K,y S, a partir de
los cocientes. En Abu-Arish et al. [2010] infieren un rangeaecentraciones de Bcd-egfp en el
nacleo, [Bed-egfp]“c = [19— 140] nM mientras que los experimentos de FCS fuerdizasins
en el citoplasma durante la interfase. En Gregor et al. [RO@&stima que las concentraciones

de Bcd en citoplasma, nlcleo y durante la mitosis est@acimriadas de acuerdo a:

[Bed — eg fp]™e
[Bed — eg fp]te
[Bed — eg fp)™ite
[Bed — eg fp]te

~ 4

~ 12

Usando la relacion de concentracion de Bcd-egfp entréieken y el citoplasma se obtiene el
rango de concentraciones en el citoplasma: [Bcd-&¢fp] [5— 35] nM. Empleando este rango
se infiere un rango de parametros de las posibles tramgasjsmo se presentan en la tabla 3.3.
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Tabla 3.3: Estimaciones de parametros de las posiblepasutiel Bed inferidos a partir del

modelo propuesto y la estimacion de la concentracion died®dp en el embrion.

Ajuste 2 componentes Ajuste 3 componentes

Seq [0.14 - 0.99] nM [0.22 - 1.5] nM
Ky [0.003 - 0.02] nM [0.02- 0.13] nM
Stot [6—43]nM [7—49] nM

Diferencias entre mediciones de FRAP y FCS e implicancias pala formacion del gradien-
te de Bicoid.

Considerando que los experimentos de FCS fueron realizzades$ citoplasma durante la
interfase, mientras que los experimentos de FRAP fuerdizadas durante la fase de mito-
sis, existe una leve diferencia en concentraciones delegol-que fue medida en Gregor et al.
[2007]. Es de esperar que haya otras diferencias, como @mp& la concentracion de tram-
pas. Durante la interfase, periodo en donde el citoplastaadéerenciado de los nlcleos, estos
tltimos presentan una mayor concentracion de Bed. Esapielgue algo analogo suceda con la
concentracion total de trampas. Durante la mitosis, la bmanma que rodea los nicleos se des-
ensambla y el contenido de éstos se mezcla con el citopjasstando en una concentracion
de Bcd-egfp un poco mayor que en el citoplasma durante lasisit8i bien inobservable ex-
perimentalmente, es de esperar que la variacion de la cvac®n total de Bcd sea igual a la
de Bcd-egfp. Teniendo en cuenta que las concentracionesvaldgis son bastante homogéneas
dentro de cada compartimiento (nlcleo o citoplasma), mmeble suponer que la variacion en
[Bcd];; sea debida Gnicamente a un cambio en el volumen accesibésat de medir en cito-
plasma durante la interfase a medir durante la mitosis. Sugene ademas que hay un mismo
tipo de trampas en el nucleo y en el citoplasma (caracta&@or un mismo valor d&,; en
el modelo aqui propuesto), la concentracion total de pemrdeberia modificarse de la misma
forma que la concentracion total de Bcd. Para investigar gssibilidad, se estima el cociente
Smite]Geito g partir de la informacion que se obtiene de los experinsettoFCS y FRAP, apli-
cando el modelo propuesto en este capitulo. Para tal firesenibe el cociente en funcion de
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parametros del modelo:

Kd n 1
Spet'? _ ™ [Bedli [Bedj "~ (1+ amito) (3.21)
Sgite— amite [Bed)gite Kd 1 '

Bedige (14 a)

en donde @ y @™ se estiman a partir del valor de, obtenido en FCS y FRAP respectiva-

mente. Utilizando el valor Kd/[Bc¢]® de la tabla 3.2 se calcula:

Kd Kd  [Bed)Site
S 4 o 3.22
[Bed)igi®  [Bediof [Bed]ig (5.22)

en donde el cociente [Bcgl°/[Bed]ie se considera igual al cociente [Bcd-edffy/[Bcd-
egfpli°~1.2 (Ec. 3.21). Usand®/ #AF dentro del rango [0.21 -1}m?/s y los datos del ajuste
de 2y 3 componentes de FCS, el rango de valores que el coSjgites s> puede tomar es [1.23
-1.14]) y [1.7 - 1.26], respectivamente. Estos valores smiiaies a los de [Bcd-egfp] estimados
en Gregor et al. [2007]. Esto es una muestra mas de la pikdesthdel modelo aca propuesto
para interpretar los resultados sobre la difusion de Badigos por FRAP y FCS.

En resumen, los experimentos de FCS muestran de formavmeqLjue el Bed no difunde
libremente dentro del citoplasma. Los experimentos de FG@8 FRAP dan entonces informa-
cion sobre coeficientes efectivos de difusion que puedsultar muy distintos entre si depen-
diendo de las propiedades de la interaccion entre Bcd ytrrspas” y de sus concentraciones.
En esta seccion se ha presentado un modelo biofisico mlijue tiene en cuenta los procesos
involucrados en el transporte de Bcd en el citoplasma.zanlilo los resultados experimentales
de FCS y FRAP se estimaron los parametros caracteristeceste modelo. De acuerdo a estos,
los coeficientes efectivog), y D;, pueden ser muy distintos entre si lo que explica las diver-
gencias en las estimaciones del transporte citoplassm@édBcd obtenidas con FRAP y FCS.
Es necesario remarcar que los coeficientes efectivos depgeedtre otras cosas, de la concen-
tracion de Bcd. Dado que la misma presenta un gradienteiasda tasa de transporte efectiva
de Bcd depende de la region dentro del embrion y del tiempusturrido desde el momento
en que el gradiente empieza a formarse. La estimacionedept que debe transcurrir hasta el
establecimiento de dicho gradiente no puede hacerse @stendase a un Unico coeficiente de
difusion. Lo mas correcto es hacerlo en base al modeldsicof minimal aca presentado don-
de Bcd difunde y reacciona. De todos modos, teniendo ena@wgiet de acuerdo a los calculos
presentados la constante de disociacion de las trampa&sgjesifa, es de esperar que las mismas

pronto saturen al irse produciendo Bcd en el polo anteriang; gna vez saturadas, las nuevas
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moléculas de Bcd difundan casi libremente establecieagmamente el gradiente en la zona

anterior.
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Cuantificacon de la difuson del calcio por

metodosopticos

En el estudio de las sefales intracelulares de calcio ptodos opticos usualmente se em-
plean indicadores que aumentan la intensidad de su fluoi@aca ligar iones de calcio. Dado
gue en este tipo de estudios se registra la dinamica dedaiddr ligado a calcio, para extraer
informacion acerca de la dinamica espacio-temporal @eielibre es necesario contar con es-
timaciones realistas de los parametros fisicos del autli; en particular, de las constantes de
la reaccion y de su coeficiente de difusion. Por otro ladolas células el calcio no difunde
libremente, sino que reacciona también con diversas ratiata (“buffers”) que modifican su
concentracion y su transporte. Estos buffers compiteretardicador por el calcio y es de in-
terés también determinar sus propiedades. Un conodiondenla capacidad buffer de la célula
permitira estimar la corriente de calcio que subyace a#gan de una sefial usando un indicador
como los antes mencionados. En este capitulo se estudibdacddn de FCS para obtener algu-
nas de estas cantidades y se la implementa experimentaleresbluciones de calcio, indicador

y buffer.
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Con este objetivo se hace primero un estudio tebrico dedlefoientes efectivos de difusion
y de la funcién de autocorrelacion que se obtendria errarentos de FCS en un sistema con
calcio y un indicador y en otro donde hay ademas una tramiggondl (buffer) de calcio. Se
presentan a continuacion datos experimentales en sal@oipleando un indicador de calcio,
gue corroboran la existencia de dichos coeficientes y qumeifegr inferir parametros biofisicos
de interés tanto en el caso en que no hay presente una traicmmal como cuando si la hay.
Basado en el analisis de este Ultimo caso se propone wdm@ara estimar coeficientes de
difusion y capacidad buffer en ovocitos a partir de experitas de FCS.

4.1. Teoia de FCS para un sistema conteniendo calcio y un

indicador

4.1.1. Funcon de autocorrelacdn

El calcio y sus indicadores cumplen con un esquema de mradiimolecular como el
presentado en la Ec. 2.1. Por otro lado, dado que el peso ufeiele los indicadores es mucho
mayor que el de los iones es posible suponer que la difusibimdicador no se ve modificada
al ligar al ion. Por lo tanto, las ecuaciones que rigen ldusion de las concentraciones en
este caso son las mismas que las planteadas en el Capitgi® @ueden usar los autovalores y
autovectores ya encontrados, identificando al calCig con las particulas y a su indicador con
la trampa '4). Para calcular la correlacion se emplea la expresiomadec] 1.15, en donde se
considera el brillo de cada especie. En este caso suponarada gnica sustancia fluorescente

es el indicador ligado a calci@;a F'4:

Cl = C1adeq Yy Ql =0
CQ = CaF4eq Yy QQ = Q
CB - F4eq Yy QB =0

dondeCa.,, CaF4.,y F4., son las concentraciones en equilibrio que cumplen:
CacgF4eq = KapsCaF4,,, (4.2)

dondeK ;-4 €s la constante de disociacion, definida como el cocientesdasas de disociacion

y asociacion de la reacci@nssr4/konr4. La funcion de correlacion se escribe como suma de 3
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terminosG(7) = G1(7) + Ga(7) + Gs(1), cada uno de la forma:

1 .
ql(q)g:(q,

o | el @aa.r)

donde los integrandos;, se escriben en funcion de la norma del vector de ghda como:

1 (14D
gl(T7Q) - CCLF4 h e)\l
eq

GZ(T) =

1 [ (a—h)vrs  (Dca — Dpa)g? A
= T yEE—— 1 - — T
92(7,q) ncari |'t @i 7 7 e
1 [ (a—h)vps  (Doa — Dpa)@® | ,r
93(10) = S5 |-1- N €
2hCaF4., (a+h) va

(a—h)
(a+h)
tes de difusion libres del calcio y de su indicador, redpactente, yv 4, definido como:

con,/. = \/(D(;a — Dpy)2q* + 2 (Do — Dpa)ves ¢ + V34, Do Y Dry los coeficien-

Vpy = kOffF4(a + h) (42)

F4, F4,.,
Enestecasa = —2L y h =
Kara Y F4,

: g : .
los mismos que en el caso de particulas siempre fluorescgelt€apitulo 2, los pesos de cada

. Notese que si bien los autovalores y autovectores son

téermino en la funcion de correlacion son diferentesdeld cambio en el brillo de las diferentes

especies.

4.1.2. Modelo aproximado para tiempos largos

Si se aplica la aproximacion a ordghen la expansion, la correlacion se escribe como:
Ca—F4
N Goef“1

T T
1+ ) 1+ 1 T 1 T
( TDpy szDm ( + TpCa—Fa + szDcfafm

efl
GOCG7F4 e—l/F4’T

GOF4

G(r) = -

+ e (4.3)
(1 S ) 14—
TDS;LQ—F4 w TDEC}%—F4
con los pesos:
1
G = — 4.4
T Vi, 4
1 a
Ca—F4 _ 4.5
Goes) V.;CaF., ha + h) (45)
1 1
Gola T4 (4.6)

2 7 V,CaFde (a+ h)
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y los tiempos caracteristicos y coeficientes de difusféotaros definidos como:

U}2

TD oy = 4D;4 4.7)
2
W Ca—ps _ Dcat+ 2rDra
T = qpoaT D = = (4.8)
2
o w. Ca—F4 _ TpDecq + Dpa
T = qpoa T Dy == (4.9)

CoOnNzxp = a/h = F4gq/<KdF4F4tot>-

A diferencia del caso de particulas siempre fluorescemstesli@do en el Capitulo 2, en este
caso no se anula el tercer termino correspondiente al @otogue no tiende a cero cuando
tiende a cero. Es por eso que aparece el factor exponen@hlétimo término de la funcion de
autocorrelacion. Notese que al igual que en el caso depks siempre fluorescentes, la suma
de los peso6&7o, es inversamente proporcional a la concentracion decpéas fluorescentes, que

en este caso corresponde a.
1

Gopor =
Ot ‘/;fCaFlleq

(4.10)

En total, el sistema analizado en esta seccion tiene @nites: los coeficientes de difusion
libres, D¢y, Dra, las constantes de la reaccibiyr4, kosrra y las concentraciones de las dife-
rentes especieSasy;, F'4dior, Caeq, F'deq, CaF4.,. En cuanto a las ecuaciones, hay 2 ecuaciones
de conservacion (una para el indicador y otra para el galeiecuacion de equilibrio de la reac-
cion (4.1) y 7 ecuaciones que provienen de la definicibrod@arametros de ajuste del modelo,
Drpy, DSfT7,DEf 1 y sus respectivos pes6®ps, Golf "™, GoSfy ™™ y vpy. En total serian
10 ecuaciones y 9 incognitas. Sin embargo se puede mosgant de las ecuaciones del ajus-
te del modelo DS/, DS o GoSf™™, es dependiente de las otras. A diferencia del caso
de particulas siempre fluorescentes, no es necesarioeupmmocidoa priori el valor deDc,,
F4,,, o K4r4 para, idealmente, poder estimar el resto de las incogaifztir de la funcion
de autocorrelacion. Ademas el ajuste permitiria obterfermacion acerca d,¢r4 que es un

parametro de reaccion pobremente caracterizado.

4.2. Teofia de FCS para un sistema conteniendo calcio, indi-

cador y quelante.

Hasta ahora se estudiaron diferentes casos de interascjper® siempre con un solo tipo

de trampa. En general, y en particular en el caso del calsideessperar la presencia de mas
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de un compuesto que actle como trampa. Se estudiara eseestan como se modifican los
coeficientes de difusion efectivos ante la presencia ddiplos de trampas diferentes. Se con-
sidera, en particular, el caso del calcio, su indicador éscente, Fluo 4 y un buffer llamado
EGTA. El EGTA es un quelante de calcio que reacciona condeseecuerdo a un esquema de
reaccion bimolecular como el de la Ec. 2.1 con tasas deasoniy disociacionk,,x Y kofse,
respectivamente. LlamaremaSy = k.srr/kon e @ la constante de disociacion. En el caso de los
buffers de calcio en general, y en el del EGTA, en particelsuposible suponer que la difusion
libre no se ve modificada al ligar calcio. En esta seccidrajeremos entonces con los siguientes
esquemas de reaccion

koffF4
Ca+F4 -, CaF4 (4.11)

konF4

KossE
Ca+E —, CaFE (4.12)

konE

donde corE'y C'a E denotamos al quelante en su forma libre y en su forma corodajeido res-
pectivamente, y consideraremos las siguientes ecuadien@golucion para las concentraciones
de los compuestos intervinientes:

a[gta] = DcaV3Ca) = konpalCa] [FA] + kofpra|CaF4] — konp[Cal [E] + kogsp[CaE)
% = DpsVP[F4] = konpa|Ca] [FA] + koppra|CaF4]

8[C;F4] = DpyV?[CaFA] + konraCa] [F4] — ko pralCalF'4]
% = DgV?[E] = konp|Cd] [E] + kosse|CaFE]

a[%jE] = DpV?[CaE] + konp|Cd] [E] = kospp|CaF)

dondeDy, es el coeficiente de difusion libre del EGTA.

Siguiendo el mismo procedimiento que en capitulos amesjse linealizan las ecuaciones
de evolucion alrededor del equilibrio. En el caso del EG8&,concentraciones en el equilibrio
satisfacenCa., E., = K.z CaE,,. Utilizando las constantes referentes al indicador deaalc
para adimensionalizar las ecuaciones:

T = kopsrat

lk:offFZl
5 B DCa ’
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y pasando al espacio de Fourier, la matriz que caractereeolacion del problema linealizado

en funcion de la norma del vector de onda adimensi@nesulta:

—*—a—ag 1 —c kg —Cp
DF4 ~2
a ——q —1 c 0 0
DCa
DF4 ~9
A= —a 1 "D 0 0 4.13)
‘ D
ag 0 0 ——ch — /ﬂE‘ Cg
DCa D
—a 0 0 k. L@ —c
E Dcaq E
F4 Ca kore E Ca
dondeq — 4y e — U e = of f ap = L n— .
Kirs Kapa' © Eofsr P K ¥ yer Kag ©

4.2.1. Coeficientes de difusn efectivos

En este caso hay 5 autovalores. Dos de ellos correspondetifadién libre del Fluo 4 y del

EGTA Yy se escriben, sin realizar otras aproximaciones, como

A = —Dpugq
Ao = —DE92

Los restantes autovalores, en la expansion a ajtiese escriben de la forma:

A3 = _Def1q2 (4.14)
A = —Vef2 — Def2q2 (4-15)
s = —Vesz — Degsd® (4.16)

dondeD.si, D.s2 Y D.r3 SON nUmeros positivos a los que llamamos coeficientesieieale
difusiobn y ¢ es la norma del vector de onda con dimensiones. En parti@ggrosible obtener
una expresion analitica sencilla para el primero de ellos

Deog +2pDpy + 25 Dpg
1+ Tr+ TE

Desr = (4.17)

conzp = F4§q/(KdF4F4mt) yrp = qu/(KdEEtot). Este coeficiente es el mismo que el coe-
ficiente efectivo de la aproximacion de buffers rapidoBARRpresentada en la Eq 1.5 y corres-
ponde al coeficiente efectivo 2.14 en el caso de mas de umpdrd_as expresiones analiticas
de D.so, Deyss, Vep2 Y Vess, SON realmente largas, el procedimiento para obtenerlasesen-
ta en el Apéndice. Cabe mencionar que los coeficientesiefsd?.;» y D.y3, a diferencia de
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D. s, dependen del cocientg; = k,rrr/korrra. Ademas, se cumplen las siguientes relaciones:
Depi + Dega + Deps = Dog + Dpg + D Y Vepa + Veys = vpg + vg dondevp, Y vy son los
argumentos de las exponenciales en el caso de la difusiéalcle en presencia de Fluo 4 y de
EGTA separadamentey, definida en (4.2) yi = kojrp(Eey/ Kdp + Eior/ Eeq)-

A modo de ilustracion se muestran en la figura 4.1 los grafienlos cocientes cob,, de
los coeficientes de difusion efectivos definidos en (4.4)6) en funcion de la concentracion
total de calcio, para un caso particular. Los parametexgeds son cercanos a valores esperados
de lareaccion Ca—Fluo 4-EGTA, en los casos en los que hayaesbnes previas de los mismos
(ver tabla 4.5). Se grafican los cocientes porque el compatdao de los coeficientes efectivos
no cambia cualitativamente al cambiar el valordg,. En la mencionada figura se varia el
valor del cociente de tasas de disociaciofn, modificando los valores de,;sr4 Y kosrr. Cabe
aclarar queD.y, Yy D.r3, dependen dég y no de los valores de las tasas de disociacion de
cada trampa por separado. Como se observa en los graficadigerh 4.1,D. 4, es la misma
funcion deC'a,,, €n todos los casos, mientras qug- y D, r3 presentan cambios cualitativos con
k. También se grafican en esa figura el cociente de los coeésiefectivos provenientes del
modelo de una sola trampa, considerando la reaccion Ca-4HIRS; " y D" definidos
en (4.8)—(4.9)) y la reaccibn Ca—EGTA)ff“l‘E y Dgég‘E como en (4.8)—(4.9) pero teniendo en
cuenta los parametros de reaccion y concentraciones@®BAE Es conveniente comparar los
coeficientes efectivos de la reaccion de dos trampas caselde una trampa para poder saber
en qué condiciones el analisis de la reaccion de tres gestps se puede reducir al de dos. En

Ca—F4

la figura 4.1 se observa que padra < 1, D, es indistinguible de)_ ;" para todo el rango
de concentracione§;a,,;, considerado, mientras que es indistinguibld)fg‘E parakg > 1.

Por otro lado, la posibilidad de describir los coeficienteglecaso de 2 trampas en términos
de los obtenidos para una sola de ellas también dependes derieentraciones relativas de los
compuestos involucrados. En particular, si las conceotnas totales de quelante y de calcio se
encuentran en exceso en comparacion al indicador Fluoddes de esperar que suceda en una
célula intacta al inyectar pequefas cantidades de idditaesulta:

F4z, E?,

Tp = < 4.18
" KapaFhio  KapEor (4.19)
de donde se desprende que:
D D D D D
Dy = 2Ce e Ze T Unrs  Doe TYEEE _ pacr, (4.19)

l4+zg+xFp - 1+2zp ef1
Esto se puede observar en la figura 4.2 donde se presenfaogEimilares a los de la fi-
gura 4.1 pero para un caso donde el calcio y el EGTA estan eesexespecto del Fluo 4
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Figura 4.1: Gréafico de los cocientes adimensionales dedeficientes efectivos teotricos de

la reaccion Ca—Fluo 4-EGTAD.;1, Dess Y Dess, Y de las reacciones Ca—Fluo B ",

DSy Ca—EGTA, DS, DS en funcion de la concentracion total de calcio. Con
Dcq = 1000pm? /s, Dpy = 100 um? /s, D = 300 um? /s, F4,; = 1000 nM, E;,; = 1000 nM,

Kqrys =500 NM y Ky = 100 nM.
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Figura 4.2: Grafico de los coeficientes efectivos teotridesla reaccion Ca—Fluo 4-EGTA,
Des1, Dep2 Y Deps y de las reacciones Ca—Fluo A", DS y Ca—EGTA, DS,
D;‘;‘E en funcion de la concentracion total de calcio. @ot,, = 676 nM, E;,; = 9.66 mM,
Dco = 760 pum?/s, Dpy = 85 um?/s, Dg = 300 um?/s, Kyrpq = 2600 NM, K4z = 150 nM,

koffp4 =300s~! Yy koffE' =0.75s7 L

(F44,; = 676 NM mientras qué’;,; = 9.66 mM yCa,,; =[9.2 — 10.4] mM). Como se puede ob-
servar,D.;; = DeCfafE para cualquier concentracion de calcio en este caso. Sevaltsmbién
queD.ss ~ Dgg‘E paraCa,,, > 9.6 mM, valores de concentracion para los que, ~ Dp,.
Bajo esta ultima condicion, el comportamiento observaeld, 3 puede deducirse a partir de
las expresiones de los coeficientes efectivos. Teniendaema queD. ;1 + Deyo + Doz =
Deco + Dps+ Dg, Si D.yo = Dpy S€ puede concluir quB.ss ~ D¢, + Dp — D.y;. Insertando

en esta Ultima igualdad la expresion aproximad@dg dada por (4.19), se obtiene:

teDout Pr_ pe-r (4.20)

Def3 ~ 1+ E ef?

Este comportamiento es interesante ya que, en principiojféa determinar propiedades de las
trampas no fluorescentes a partir de mediciones realizatgserjuefias cantidades de fluorofo-
ro. En otras secciones de este Capitulo se muestran desikxperimentales que hacen uso
de esta propiedad y, basada en ella, se presenta tambi@nameesta para determinar las pro-
piedades de buffers endbgenos en ovocitos usando FCS.r&saap su vez en la figura que
los coeficientes efectivo@ff‘l*F 4 permanecen practicamente constantes alrededor de tossal

extremos que pueden tomar para todas las concentracicngs,
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4.2.2. Funcon de autocorrelacdn

Para calcular la funcion de correlacion hay que conocerdtiiz de autovectores:

(1+C+DF4(]2+/\3) (1+C+Dp4q2+)\4) (1+C+DF4(]2+/\5)

0 0 - — —
a a a

c 0 —1 —1 —1

X = 1 O 1 1 1
C

k—E — 3 — ¢4 o
FE

0 1 o 4 s

(4.21)

dondeg; son funciones dey de los parametros de reaccion - difusion. No se tieneeMpeesion
compacta analitica de lgs. Como el calcio y el EGTA no son fluorescentes y consideranéo g
la Gnica especie fluorescente es el indicador ligado accéltiF'4), se emplea la expresion de

la Ec. 1.15 para calcular la funcion de correlacion, erdéose asigna:

C1 = Cag y =0,
C12 - CaF4eq ) QQ = Qa
C13 = F4eq ) Q3 - Oa
Cy =Cakby Y Qs=0,
05 = Eeq Yy Q5 = O
La funcion de correlacion resulta:
Go Go,
G(r) = i £ -
T T T T
(1+—) 1+ — <1+ ) 1+ —
TDpy W TDpy TD.f1 W TD, 41
7llef2 T 7Vef3 T
n Goepa € Goeys e (4.22)
T T T
(1 + ) 1+ — (1 + ) 1+ —
7-Def2 w 7-Def2 TDefS w TDefS
w2
donderp,,, = 4Dr . Se obtiene un modelo de 4 componentes, dos de ellos conefaexpo-
’ efi

nenciales. El primer término de la Ec. 4.22 correspondecen el caso de una sola trampa) al

coeficiente de difusion del indicador, del cual se cono@xpaesion analitica de su peso:

1

Gopg = ————.
OF = Y Fi,

(4.23)

Dado que no se tiene una expresion analitica cerrada de koslautovectores, tampoco se tiene

una expresion analitica de los pes6®) de las otras componentes. De todos modos, se puede
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suponer que la suma de todos los pesos es inversamente gioopbia la concentracion de
particulas fluorescentes que, al igual que en el caso destamsi con calcio y un indicador, es
CaF4., cumpliendose la Ec. 4.10. En cuanto a los coeficientes dsidif efectivos, se tiene una
expresion compacta en el casoldg. ParaD. s, y D. s las expresiones analiticas son bastante

extensas, en el apéndice se muestra el procedimiento pameolas.

4.3. Experimentos de FCS en soluon. Materiales y metodos.

Para comprobar y corroborar el desarrollo teorico projpueara el caso de indicadores de
calcio se realizaron experimentos de FCS en condiciondsotadas. Para el caso de un solo
tipo de trampa se emplearon soluciones con diferentes stvac®nes del indicador de calcio
Fluo 4-dextran high affinity y una concentracion de caloialt constante. Para el caso de dos
tipos de trampa se empled el quelante EGTA, que liga y desdiges de calcio y la version de
baja afinidad del Fluo 4-dextran. Para este Gltimo tipo qeeBmentos, se dejaron constantes
las concentraciones totales de Fluo 4-dextran low affinEfafA, variando la concentracion de
calcio total. Los experimentos fueron realizados en eloswopio confocal de la firma Olympus,

modelo Fluo View 1000 del Laboratorio de Microscopia y Mespectroscopia.

4.3.1. Adquisicbn de datos

Para la realizacion de los experimentos en solucion sesiteppa una gota de aproxima-
damente 3Qul de la solucidon elegida sobre un cubreobjeto y se colocabel ericroscopio
empleando un objetivo 60 x de inmersion en aceite (UPlapS#y tratarse del indicador de
calcio Fluo 4 se empled la linea 488 nm del laser de Arggna gxcitar la muestra y se reco-
lectd la fluorescencia en el rango de [500—-600] nm. Se empidamarno de abertura confocal o
“pinhole” de 115um. Se realizaron experimentos de FCS, es decir, se recdéeittiorescencia
en un punto sin escanear la region. Se prefirid hacer ggiedé experimento que prioriza la
resolucion temporal sobre la espacial, ya que al tratarsmd solucibn acuosa, la parte espacial
es homogénea. Para ello se enfocaba el microscopio en tm ggunoximadamente a 26n del
cubreobjeto y se adquiria la fluorescencia en un punto fijoaafiecuencia de 50 kHz durante
aproximadamente 160 s. El tamafio de pixel es de 0.175 x @uh?5
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4.3.2. @lculo de la autocorrelacbn de la fluorescencia experimental

Se verifico que la serie temporal de la fluorescencia fluatalededor de un valor constante
a lo largo de toda la medicion y se descartaron series qgemaan alteraciones abruptas con
respecto a su valor medio. La serie temporal de la fluoresc@ne dividida en N segmentos de
largo FTL. Cada uno de ellos fue extendido al doble de su todgion ceros para evitar el alia-
sing. Luego se calculd la autocorrelacion a partir detee@ de Wiener-Khinchin, empleando
la transformada de Fourier discreta (FTL debe ser una piatelec2). Finalmente se calculo el
promedio de las autocorrelaciones. La longitud del segmé&fiiL, determina el mayor tiempo
de correlacion estudiado, por lo tanto es necesario &etdgrforma tal que los tiempos carac-
teristicos estudiados sean mucho menores a él. En estes&&smo una longitud de FTL 22
datos obteniendo N = 1021 segmentos de 164 ms de duraciéniras que el mayor tiempo

caracteristico de correlacion obtenido fue de 1 ms.

4.3.3. Ajuste de las autocorrelaciones experimentales

La correlacion promedio obtenida experimentalmente justada por el modelo indicado en
cada caso. En patrticular, se us6 una funcion de la forn3a |¢éra los experimentos con calcio e
indicador a partir de los cuales se obtuvieron 3 pesos y Ptsrde difusion caracteristicdsy;,

Tp,, 0 < i < 2, junto con la tasa de decaimiento exponengjeésociada al termino dB,, que
corresponde respectivamente, a las cantidates Go¢ ", Golfs ™, 7p,,, TpCa-rts TpCa-ka

y vr4 del modelo. En el caso de los experimentos conteniendo é&mtbGTA, se intentd el
ajuste con funciones de la forma (4.22) con diferentes mdsnéde componentes y con y sin
factores exponenciales. Sin embargo, el mejor ajuste $6 legando una funcion de la forma
Ec. 1.11 con s6lo dos componentes £ 2), por lo que se obtuvieron solo 2 pesos y 2 tiempos
caracteristicos de difusidi;o;, 7p,, 0 < ¢ < 1 para cada tipo de solucion analizada. Parte
del analisis de estos datos presentado en esta Seccigoa mddeterminar que informacion
proveen estos parametros en téerminos de los de la fudei@atocorrelacion teérica (4.22). Para
la realizacion de los ajustes se emple0 la funcifmfit de la plataforma Matlab, que estima por
cuadrados minimos los parametros de modelos no linediézando el algoritmo de Gauss-
Newton con modificaciones Levenberg-Marquardt para laeg@ncia global. Para este método
es necesario dar una propuesta inicial de los parametjostaraEl resultado de la minimizacion
puede llegar a depender de estos valores. En muchos cas@sppaestas muy lejanas a los

valores reales de los parametros puede llevar a encoatoaes no fisicamente posibles. Por esta
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razon se implemento una rutina en donde se varian lasipstgs iniciales de los parametros, y se
descartan los resultados con valores no razonables. Escetledos experimentos realizados, las
restricciones impuestas a los coeficientes de difudifry, a los pesosio fueron: 10um?/s <

D < 2500 pm? /sy 0 < Go < 10. Si, habiendo descartado las soluciones no fisicarpestbles

se encuentran mas de un conjunto de parametros razonsblelige el que presenta un menor
valor dey?:

Gteo Tz ea:p(Ti))2

X TN, - N Z Gteo(n)

(4.24)

dondeN, es el niumero total de puntos de la correlacion experichéntg, N, el nUimero de
variables del modelo .., la correlacion calculada por el modelg? resulta muy (til para

comparar ajustes de modelos con diferente nUmero de ptn@sn

Como se explicd en el Capitulo 1, para recuperar los ceeties de difusion en experi-
mentos de FCS para cada tanda de experimentos, se readizéaliloracion del volumen con-
focal empleando una solucion 50 nM de Fluoresceioansiderando su coeficiente de difusion
300um?/s. Los valores dev, obtenidos variaron entre 220 y 24m conw = w./w, = 5. El
volumen efectivo estimado fu€ ; = (0.35=+ 0.06) um?.

4.4. Experimentos de FCS en soluciones con calcio y Fluo 4

Se realizaron experimentos empleando soluciones acuosadiferentes concentraciones
de Fluo 4-dextran high affinity (Invitrogen-Molecular Pes). En la tabla 4.1 se presentan las
concentraciones de los diferentes reactivos empleadasddsas estimaciones previas listadas
en la tabla 4.2, se calcularon las correlaciones teorigpsradas para cada solucion a partir de
las Ecs. (4.3)-(4.9). En la figura 4.3 se grafican estas agiogles y la contribucion de cada
componente a la correlacion total. Estas Gltimas vasegun la composicion de la solucion.
Para concentraciones menores de Fluo 4, predomina la cemigoasociada al coeficientg:,

y a mayores concentraciones predomina la asocizi@@“lap4

ILa Fluoresceina es un fluoroforo con espectro de absoyognision similar al de Fluo 4.
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Tabla 4.1: Concentraciones de los distintos reactivosassan experimentos de FCS en solucion

Solucion F4,, Cagor
S1 429nM 4286 nM
S2 857nM 4286 nM

S3 1371 nM 4286 nM
S4 1886 nM 4286 nM
S5 2571 nM 4286 nM
S6 4286 nM 4286 nM
S7 9000 nM 4286 nM
S8 15000 nM 4286 nM
S9 19286 nM 4286 nM
Todas las soluciones contienen ademas:
100 mM KCI,30 mM MOPS, pH 7.2

Tabla 4.2: Parametros de reaccion - difusion

Coeficientes de difusion y constantes de reaccion estimjaigtviamente

Dco  760um?/s Qinetal. [1991]
Dpy  85um?/s Gennerich and Schild [2002]
Kipa 772 nM Invitrogen-Molecular Probes

Kofrra 80s~! Nno se encontraron estimaciones
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Figura 4.3: Grafico de las correlaciones tebricas y lasrdiftes componentes, para cada una de
las soluciones analizadas. En linea continua negra, regade, se grafican respectivamente, el
primer, segundo y tercer termino de la funcion de aut@tacion del modelo de la Ec. 4.3, que
corresponden a los términos asociados a los coeficientdgudgon D, DecfafF 1y DeCf“;F 4

respectivamente. En linea punteada se grafica la auttamonme total.
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4.4.1. Obtencbn de parametros de ajuste y estimadn de coeficientes de

difusion.

Para cada una de las soluciones presentadas en la tablarédlizaron experimentos de
FCS que fueron ajustados con funciones de la forma eq 4.3iag&tos cuales se obtuvieron
los pesos y coeficientes de cada componeritg, Goi, Gos, Dy, D1y D, y la tasa del factor
exponencialy,. En la figura 4.4 se presentan los coeficientes de difusibajdste encontra-
dos para cada solucion en funcion dél,,; y los resultados teoricos esperadbgy, foafF ty
DGCf“;F“ calculados a partir de las Ecs. 4.8 y 4.9 usando los parameéé las tablas 4.2y 4.1.
Como se puede observar en dicha figura, el coeficiénfepbtenido del ajuste permanece apro-
ximadamente constante a lo largo de todas las solucionéigaates y es facilmente atribuible
al coeficiente de difusion del Fluo 4)-,. El valor de D, obtenido del promedio d&, es de
(47 £+ 4) um? /s, si bien es un poco menor que el esperad85 ;m?/s, no se tiene con cer-
teza el valor de su difusion. El valor dado en la refereneidadtabla 4.2 es el estimado para
la TMR dextran, que es un dextrano de 10 kDa como el Fluo 4raiextero en lugar de tener
asociado el Fluo 4, tiene asociada una molécula de TMRgfetithyl Rhodamine) que no re-
quiere calcio ni ningln otro ligando para fluorescer. Capeeto a los otros dos coeficientes de
difusibn mostrados en la figura 4.4, se puede ver que amipasrsias tendencias esperadas para
los coeficientes tedrico$?; decrece cort'4,,; aproximandose &5, paraF'4,,; grande como lo
haceD(/ ", mientras queD,, como DS, ", presenta el comportamiento contrario. Por otro
lado, el valor al que se aproximdpy, y fo“l‘“ para bajoF'4,,; es del orden del valor esperado

del coeficiente de difusion libre de calciD¢, [Qin et al., 1991].

Enlafigura 4.5, se presentan los valores de ajuste del pa@wy. Hay que destacar que este
parametro, a diferencia de los coeficientes de difusiént®bs y los pesoé&o, depende de la
constante de disociaci@n, -4 de la reaccion calcio—indicador, un parametro pobreeneorio-
cido (no se encontrd una referencia para éste). Los erpatds que presentamos aca permiten
entonces estimar este valor. Se observa, en particulak,gue parece estar aproximadamente
entre 20y 86 1.

Con respecto a los pesos de los diferentes términos de delaxodn, en la figura 4.6 se
grafican los obtenidos a partir del ajuste en funcion dél,;, junto con los valores teodricos
determinados usando las Ecs. 4.4—-4.6 y los parametros tiblas 4.2 y 4.1. Como se observa
en los graficos de dicha figura, que el valocés, identificado cortzox,4, responde a lo esperado

en casi todos los casos, mientras que las contribucion@s0e(Go, son mayores a las esperadas
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para los experimentos realizados en soluciones con caaceént de Fluo 4 por debajo deb/.

i Ari Ca—F4
Para concentraciones del,,, entre 1 y 5uM, los pesos esperados teorlcameldiedf”1 y
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Figura 4.4: Grafico de los coeficientes de difusiéy D, y D, obtenidos del ajuste del modelo
a las curvas de correlacion experimentales de las difessesutiuciones. En linea continua negra,
azuly verde, los valores tedricos esperadoBge D¢/ "'y DSf5 " (Ecs. 4.8y 4.9) calculados
usando los parametros de las tablas 4.2 y 4.1. Valordsigg usados en la confeccion de las

soluciones, tabla 4.1.
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Figura 4.5: Grafico del valor de, obtenido del ajuste del modelo a las curvas de correlacion
experimentales de las diferentes soluciones. En linenc@nlos valores tedricos esperados de
vr4 (EC. 4.2) calculados coh, sy = 80s™! (verde) y considerandh, ;-4 = 20s ' (rojo), el
resto de los parametros necesarios para estimarbtenidos de las tablas 4.2 y 4.1. Valores de

F4,., usados en la confeccion de las soluciones, tabla 4.1.
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Figura 4.6: Valores dé/oy, Go; Yy Go, obtenidos del ajuste del modelo a las curvas de corre-
lacion experimentales de las diferentes soluciones.iigalcontinua negra, azul y verde, los
valores teoricos esperados @epy, Go{* 1y Go§* '™ (Ecs. 4.4—4.6)calculados usando los
parametros de las tablas 4.2 y 4.1. Valored'dg,, usados en la confeccion de las soluciones,
tabla 4.1. Valores dé'4,,; usados en la confeccion de las soluciones, tabla 4.1.

Goff“;“, resultan mucho menores qu&r,, por lo que es de esperar que no se los pueda
determinar correctamente a partir de los experimentosa Eegion dondeolf ", Golfy ™y
Gors SON Mas comparables los valores obtenidhs,y Go,, en cambio, resultan mas cercanos
alos esperados;ol "y Golfy .

Dado queGGor, es inversamente proporcional a la concentraciof’'dlg,;, si se graficazo,
en funcibn deF'4,,;, la pendiente deberia ser igual a la inversa del valov,dgEc. 4.4). En
el grafico de la figura 4.7(a) se presenta dicho ajuste. B\ V., estimado a partir de la
pendiente es igual a (0.28 0.02) um?, consistente con el obtenido a partir de la calibracion
con Fluoresceind&,; = (0.35+ 0.06) um®. Ademas, la suma de todos los pes@s;,;, es
inversamente proporcional a la concentracion'dé’4,.,, Ec. 4.10. En la figura 4.7(b) se presenta
la suma de los7o obtenidos del ajuste de los datos experimentales en furdgd valor de
CaF4., calculado tedricamente a partir de los datos de las tablag 4.2, junto con el ajuste
lineal de los mismos. En este caso, la pendiente tambig&rideter la inversa dé ;. Estimado
de esta forma, se obtiene (0.088.004).m? que no se ajusta al valor esperado, probablemente
debido a las diferencias observadas en los valorésxglg Go,. De todos modos, se observa que

hay una buena correlacion lineal de los datos.
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Figura 4.7: (a) Grafico d€'o, (identificado corGor,) en funcion de la inversa dé4,.;, en linea
continua el ajuste lineal. Valores dél,,; usados en la confeccion de las soluciones, tabla 4.1.
(b) Grafico de la suma de todos 6% provenientes de ajusté&f;.;) en funcion de la inversa de
CaF4, en linea continua el ajuste lineélaF4., se calculo teéricamente a partir de los datos de
las tablas 4.1y 4.2.
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4.4.2. Estimacbn de parametros de reacabn y concentraciones.

A partir de los datos del ajuste del modelo es posible intedios los parametros de la
reaccion deC'a** con su indicador, Fluo 4, ademas de sus coeficientes dedtiflisre. Para
cada solucion empleada se estiman estos parametrosokftisientes de difusion libreBg,,
Dp,, las constantes de reacciéifyp., k.7 rr4 Y la concentracion total de calc{@a,,; Son iguales
para todas las soluciones estudiadas, por lo tanto paraaesu valor se realiza el promedio
pesado de los valores obtenidos con cada solucion. Losagss de cada solucion se presentan
en el grafico de la figura 4.8, donde también se presentagiqutio pesado de los datos. Los

valores estimados de la reaccion y difusion se presentéantabla 4.3.

En cuanto a los coeficientes de difusion del calcio y el imdior, estan dentro de lo razonable.
En la subseccion anterior se comentd acerca del valdpgdey el valor deD¢, en solucion
acuosa es consistente con estimaciones previas de laureein et al. [1991]. Con respecto a
la constante de disociaci@ty -4, Si bien presenta un error apreciable, su valor es contsten
el informado por el fabricante. Cabe aclarar que el fabteedetermina esta constante en ciertas
condiciones (composicion idnica, pH, temperatura), ecesariamente iguales a las empleadas
en este trabajo, el modelo propuesto permite inferir el mebivalor dekK; in situ. Se estimo el
valor dek,srrs €n (90+ 20) 1/s, no se encontro en la literatura una estimacionugtno.
Conocer este parametro es sumamente importante a la hovadsgar la cinética de los procesos
de reaccion—difusion. Si bien las concentraciones enulibrio no dependen dg,; sino del
cocienteK; = k,sr/kon, la evolucion de la concentracion de las especies invatlas dependen

de los valores dé, ;s y K.

La concentracion de calcio total estimada a partir de |geementos resulta menor a la

Tabla 4.3: Parametros de reaccion—difusion obtenidgdeando el modelo propuesto para el

calcio y su indicador.

Parametro Valor del ajuste Estimaciones previas

Dpy (47 £ 4) pm?/s 85 um?/s Gennerich and Schild [2002]
D¢, (790+ 110) um?/s 760 um?/s Qin et al. [1991]

Cagor (2100+ 380) nM 4285 nM

Kiry (1590+ 840) nM 772 nM Invitrogen-Molecular Probes

koffF4 (90:f: 20) 1/s
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esperada en casi todas las tandas de experimentos salve @éosl@on mayor concentracion
de Fluo 4. Esto es consecuencia de la mayor divergencia gadarentre los valores de los
pesos determinados experimentalmente y los esperadoapsaadas con menor concentracion
total de Fluo 4. Esta Ultima concentracion puede ser oht@da también a partir de los datos
experimentales usando exclusivamente informacion sebpeso,Gory, que presenta menos
error. En la figura 4.8(f) se muestra el grafico de la coneeiiin F'4,,; determinada del ajuste
del modelo en funcion de la concentracibéy,,;, esperada, donde se puede apreciar que esta
concentracion puede ser determinada correctamente en kosl experimentos. Al trabajar en
soluciones acuosas, se conoce la concentracion de tad@salctivos. Aqui se muestra que estas
concentraciones, en particular, la del indicador, puedealstenidas a partir de los experimentos.
Esto es de especial importancia en caso de querer aplicacrieca aca analizada en células
intactas, ya que es dificil estimar la cantidad de indicage se introduce en ellas. El abordaje

propuesto en este trabajo muestra como es posible inferaentraciones de intergssitu.

4.5. Experimentos de FCS en soluciones con calcio, Fluo 4 y
EGTA.

Se realizaron experimentos empleando soluciones acuoséanendo ademas del calcio
y su indicador, el quelante EGTA que también liga y deslaees de calcio. En este caso se
utilizé el indicador Fluo 4-dextran low affinity, que es elédogo de baja afinidad del Fluo 4-
dextran utilizado en los experimentos de la Seccion amtden la tabla 4.4 se presentan las
concentraciones de los diferentes reactivos empleadostameeva serie de experimentos. En
este caso, varia la concentracion de calcio total, dege constante la concentracion de Fluo 4-

dextran low affinity y EGTA.

Usando los valores de coeficientes de difusion y constategegaccion de los diferentes
reactivos presentados en la tabla 4.5 y las concentracumés tabla 4.4, se calcularon los
valores teoricos de los coeficientes de difusion efest@s1, D.ro Y Deys) Y d€ Vo Y Vers
empleando las expresiones analiticas (Ec. 4.17 y Apépdion el fin de compararlas con los
valores obtenidos experimentalmente.
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Figura 4.8: (a) - (e) Graficos de los parametros de reacaififusion obtenidos de los datos del
modelo para cada solucion estudiada. En linea puntega@mledio pesado de las diferentes
estimaciones y en linea roja continua el valor esperafiGréfico de la concentraciaii4;,; de-
terminada del ajuste del modelo en funcion de la conceabtrdcs,,; empleada en la confeccion
de las soluciones, tabla 4.1. En linea continua la rectatinbked.
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Tabla 4.4: Concentraciones de los distintos reactivosassad experimentos de FCS en solucion

Solucion  Cayy Fd,, EGTAu,
A0l 9.37mM 676 nM 9.66 mM
AO02 9.42mM 676 nM 9.66 mM
A03 9.47mM 676 nM 9.66 mM
A04 9.52mM 676 nM 9.66 mM
AO05 9.57mM 676 nM 9.66 mM
A06 9.61mM 676nM 9.66 mM
A07 9.66 MM 676 nM 9.66 mM
A08 9.69mM 676 nM 9.66 mM
A09 9.90mM 676 nM 9.66 mM
Al10 10.63mM 676 nM 9.66 mM

Todas las soluciones contienen:
100 mM KCI,30 mM MOPS, pH 7.2

Tabla 4.5: Parametros de reaccion - difusion

Coeficientes de difusién y constantes de reaccion
Dco  760pm?/s Qin et al. [1991]

Dpy  85um?/s Gennerich and Schild [2002]
Kqry  2600NnM  Invitrogen-Molecular Probes

kofrra  300s7! Shuai et al. [2006]

Dy 300um?/s Qin et al. [1991]

Kg 150 nM Invitrogen-Molecular Probes
kosrp  0.75s7! Shuai et al. [2006]

4.5.1. Obtencbn de parametros de ajuste y estimadn de coeficientes de
difusion.
Los experimentos se realizaron de la misma manera que l@siggntos en solucibn con

una sola trampa. El ajuste de las funciones de autocorbelasiperimentales se realizd en una

primera instancia, con un modelo de 3 componentes, unaateagh factor exponencial. Como
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no se encontraron conjuntos de parametros de ajuste dmedtto dentro de los limites razo-
nables, se probaron modelos de 3, 2 y 1 componente, con ocsim &xponencial, y el mejor
ajuste fue obtenido por el modelo de 2 componentes sin nitéginino con factor exponencial
(es decir, usando una expresion de la forma Ec. 1.1Ircen2). Los resultados del ajuste para
cada solucion, se presentan en los graficos de la figur&d.tuestran también en esta figura
los coeficientes efectivos esperaddss,, D.s2 Y D,.y3, calculados utilizando los datos de las
tablas 4.4y 4.5.

Se puede observar en la figura 4.9(a) que el coeficiente deatifde menor valor determina-
do experimentalmentd),, se mantiene aproximadamente constante para las difersitecio-
nes. Como discutimos mas adelante, el peso correspoeditnt también permanece constante
con Cay,; por lo que identificamos &, con el del Fluo 4-dextran low affinity) 4. El valor
promedio obtenido con los ajustes, por otro lado/Jgs= (42 + 6) yum?/s, compatible con
el coeficiente de difusion, -4, encontrado para las soluciones de calcio y Fluo 4-dextigin h
affinity. Comparando el otro coeficiente obtenida, con los valores teoricos esperadbds;,
D.s2y D.ss, vemos queD; ~ D,y en los experimentos con menor concentracion total deccalci
(Catr < 9.5 mM)y queD, =~ D,3 para concentraciones mayores. Vemos ademagg yer-
manece aproximadamente constante para las primeras luegpses analizadas. En base a los
estudios teoricos discutidos anteriormente, sabemokgumeficientes efectivos no varian con
las concentraciones de los reactivos cuando se aproxinencaéficientes de difusion libre de
alguno de los compuestos que intervienen: calcio, indicadsegunda trampa, EGTA. En este
caso, suponemos que, ~ D en los experimentos con baja concentracion total de cetmie
de D, es practicamente constante. Sabemos que no puede estaneaprdose al coeficiente de
difusion del indicador porque, como se muestra mas atielahvalor del peso asociad@y;, no
permanece constante c6hu,,;. Tampoco puede tratarse dg.,, porqueD; crece para valores
mayores d&’'a,,; Y, teniendo en cuenta las masas de los reactivos involugrégdq constituye
una cota maxima para todos los coeficientes efectivos. |Bt d& D estimado de esta forma
resulta (319t 6) um?/s.

Con respecto a lo&o experimentales presentados en la figura 4.9(b), se obsee/@®
(asociado al coeficient®, que identificamos coP ;) permanece aproximadamente constante y
su valor promedio e§'oy = (0.0035+ 0.0010)um 3nM~1. Esto ratifica el hecho de que la com-
ponente asociada al coeficieridg corresponde al Fluo 4-dextran ya que al Bdg,; la misma
en todas las soluciones, el valor teorico esperé&de,, es constante e igualﬁ. Usando

1
. . . . efF4tot
el valor determinado de,; y el deGo, obtenido del ajuste se estinkal,,, = (8474 253) nM,
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Figura 4.9: Parametros obtenidos del ajuste de las coiveakes experimentales por el modelo de
dos componentes, en funcion ded;,; empleado en la confeccion de las soluciones, tabla 4.4.
(a) Coeficientes de difusion experimentalesy D,, en linea continua los valores esperados
de D.s1, D.s2 Y D.ss calculados a partir de sus expresiones analiticas y lass dh las ta-
blas 4.4y 4.5 (b) Valores d@o experimentale&io, y Go;. En linea continua el valor esperado
deGop4 calculado a partir de la Ec. 4.23 usando los datos de la tadbla 4
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consistente con la concentracion empleada en la coofede las solucione$;,;, = 676 nM.

Para corroborar la correcta tendencia de los pesos conrlasmaciones, en la figura 4.10 se
muestran los graficos de las inversagidg y Go,.; = Goy+ Go; en funcion de la concentracion
deCaF'4., calculada tedricamente usando los datos de las tablas#% gn el primer grafico
se superpone el promedio y en el segundo el ajuste linealsdealms. Se observa qi&,*
permanece aproximadamente constante para casi todasBEntaciones dé'aF'4 mientras
queGo;,; crece con ellas de forma practicamente lineal. RecordaudelGo,,, es inversamente
proporcional a la concentracion de particulas fluoresse(en este casGaf'4.,) y aV,y, del
valor de la pendiente se obtiene el valoride = (0.32+ 0.14) um?, consistente con el valor
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Figura 4.10: Inversa de l@so obtenidos del ajuste de las correlaciones experimentafes mo-
delo de dos componentes en funcion de la concentracioalde tigado al indicadorC' a F4,.,.
(a) Inversa dé&~or4, en linea continua el promedio de los valores. (b) Invees@dl,; , en linea

continua el ajuste lineal de los dat6s:F'4., se calculd tedricamente a partir de los datos de las

tablas 4.4y 4.5.
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obtenido en la calibraciorf; = (0.35+ 0.06) um?).

Para interpretar el significado del coeficiente obtenid@afeite,D,, hay que considerar que
tanto el buffer EGTA como el calcio total se encuentran ergsa@n comparacion al indicador
Fluo 4 en estos experimentos, por lo que valen las consideexcque dieron lugar a las relacio-
nes (4.18)—(4.19) reflejadas en la figura 4.1. Esta figura éédnutilizando los valores de los
parametros de los experimentos presentados en esta®seCoimparando las figuras 4.1y 4.9
vemos que el coeficiente de difusi@n,, esD; ~ D, ;3 para valores de concentracion para los
cuales se espera qui& ;3 ~ D;‘;‘E. Teniendo en cuenta esto se graficaron en la figura 4.11 los
coeficientes experimentales asociadds.g en funcion del cocientEqu /E calculado teori-
camente a partir de los datos de las tablas 4.4 y 4.5. Ajusfasdiatos de esta figura mediante

la funcion:

f(z) = (a+bx)/(1+ cx) (4.25)

y haciendo la identificacion = Dg, b = D¢, /K Y ¢ = 1/ K4 Se recuperan los coeficientes
de difusion y parametros de reaccion asociados al EGbtei@mos, en particulal?; = (304

+ 57) pm?/s, D¢, = (551 + 803) um?/s y Kyp = (154 4+ 163) nM, que si bien presentan
errores importantes, los valores concuerdan con los efpeKrroborando la interpretacion
aca presentada del significado del coeficiebtg,obtenido a partir del ajuste de los datos expe-

rimentales.
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Figura 4.11: Grafico de datos experimentales del coefemadifusionD. ;; obtenidos del ajuste
del modelo aproximado en funcion déq/Etot. En linea continua, el ajuste de los mismos por
la funcion de la Ec. 4.25. El cocienféfq/Etot se calculd tebricamente usando los datos de las
tablas 4.4y 4.5.
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Finalmente, cabe notar que el termino de la funcion decautelacion Ec. 4.22 asociado a
D.s5 presenta un factor exponencial de la forené’ que no se vio reflejado en el ajuste de los
datos experimentales. Esto puede ser debido a que el véliacte sea practicamente uno en
los tiempos en donde la correlacion varia mas, es desinpos cercanos al tiempo caracteristico
asociado al coeficient®, s, Tps = w?/(4D.ys3), que en este caso toma valores entre [0.015
— 0.044] ms. De hecho, si se calcula el valor del factor eneshpio caracteristico asociado
al termino D, ;3 empleando los valores teoricos dg para cada solucion, se comprueba que
resulta ser mayor a 0.99 en todos los casos, salvo parartaa(gblucion (A10) donde toma el
valor de 0.81. Si se analiza en un tiempo 10 veces mayor aptieraracteristico, el factor es
mayor a 0.9 en todos los casos salvo el ultimo punto que es Bl12lor dewv; para la Gltima
solucion es aproximadamente 5000 mientras que para el resto de las soluciones varia entre
[380— 1250} *.

4.5.2. Estimacbn de parametros de reacabn y concentraciones.

Hasta ahora se ha mostrado como los coeficientes de difgsi® pueden extraerse de los
ajustes de los datos experimentales con dos componen@smidentificarse con los obtenidos
a partir del analisis tebrico y de qué manera pueden s&tagsentonces para estimar los coe-
ficientes de difusion libreDr, y Dg. Para ratificar la validez de la identificacion entre vadore
ajustados y cantidades tebéricas aqui propuesta, sedwdstio los primeros seguian la tendencia
esperada de acuerdo a esta identificacion con las concienta tebricas de las diferentes espe-
cies. Se analiza ahora qué datos (en especial, referdrif€5TA) se pueden extraer a partir de
las observaciones suponiendo que sb6lo se conocen last@awienes totales de calcio y Fluo 4.

Con este objetivo se vuelve sobre el analisigde

Como ya se argumento, se asociaron los valores dbnés decreciente cabl, ;3 ~ DSJ?Z‘E :

peat _ eDca+ Dp _ KdpEywDea + (Ca + Kdg)*Dp

= = 4.26
ef2 1+2p KdgFE + (C(Z + KdE)2 ( )

dondexzy se reescribio en términos del calcio libre como = K pEin/(Ca + Kyi). Para
las distintas soluciones empleadas en los experimentasplieentracion de EGTA permanece
constante. Por lo tanto, si se pudiera estimar el calcie ldsr cada solucion, a partir de los
diferentes valores que tonﬁgp‘;‘E se podrian inferir los parametros de la tramfgg, Dg

y E;,, ademas del coeficiente de difusion del calcio utilizafedec. (4.26). Para estimar la
concentracion de calcio libre se procede del siguienteam@dpartir del valorGo,,; se estima
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CaF4., =1/(VeyGoyy) para cada solucion, y del valor @&y, se obtiend'4,,, = 1/(V.rGop4
apartir de los cuales se determifié., = F'4,,,—CalF'4.,. Usando el valor d&;r, del indicador
dada por el fabricante, se puede inferir el calcio libre efaclucion('a., de la forma:

KdF4CaF4eq . GOF4

Cayy =
“ 7 F4eq (GOtOt — GOF4)

(4.27)

A partir de 3 valores diferentes obtenidos Be (y distintos aDg) y estimando en cada
caso el valor d€’a., mediante la Ec. 4.27, se pueden despejar los valorés gdek,z Y Dy,
empleando, a su vez, el valbr; determinado a partir d®; donde éste no varia caia;,;. Se
siguib este procedimiento usando los valores experirfeentie las soluciones A4, A7 y A&X
igual a 491um? /s, 441 um?/s y 331 um? /s, respectivamente) obteniendy-, = 580 um? /s,
K.z =135 nMyE,;,, = 2490 nM. El coeficiente de difusion de calcio se encuentnérdele lo
esperado. La concentracion de EGTA resulta mucho mendiaqutédizada en la confeccion de
las soluciones, sin embargo se obtiene una buena estimdei@d constantdy,;z, que segin el

fabricante deberia ser 150 nM a la temperatura y pH empéeanitns experimentos.

En resumen, se han podido determinar los coeficientes dadtiflibres tanto del indicador
como de la segunda trampa, sin suponer como conocido nirngmssante de reaccion. Ademas
se pudieron estimar las concentraciones del indicador @msteus formast'4.,, CaF4., y
F4,,. Por otro lado, usando la constante de disociacion de ldasde calcio indicada por el
fabricante, se pudo estimar satisfactoriamente el coefere difusion del calcio y la constante

de disociacion de la segunda trampa, el EGTA.

4.6. Propuesta de aplicadin del modelo a mediciones de FCS

en ovocitos

El analisis tebrico y los resultados experimentales d8 Esoluciones con calcio, indicador
y un buffer adicional dan ideas de como obtener infornrasigbre el transporte de calcio y la
capacidad “buffering” en células intactas mediante erpantos 6pticos. En particular, estamos
interesados en determinar estas propiedades en ovocitdedBs las células, en condiciones
basales, los iones de calcio estan en su mayoria atrapadbsffers o trampas (el calcio basal
libre es del orden de 40 nM). No se conoce mucho acerca delesdtess en ovocitos. Se cree
gue estan en concentraciones altas y que tienen baja daailComparada con la concentracion

de indicador de calcio que se usa en los experimentos, se poadiderar que, en el ovocito, las
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concentraciones totales de buffer y caléig; y Ca;.;, SOn mucho mayores que la de la sonda,
F4,,. Es decir, se esta en una situacion analoga a la de losimgueos de la Gltima seccion.
Sin embargo, hay una diferencia y es que muy probablementdielente de difusion libre de
los buffers enddégenos sea menor que el del indicador decélste hecho no cambia signifi-
cativamente el comportamiento de los coeficientes de @ifusiectivos. Es mas, si en el caso
expuesto de Ca—Fluo 4-EGTA, el EGTA tuviese coeficiente daldlifusion, los coeficientes
efectivos se comportarian de la misma forma, es dégir, seria igual aDeCfafE , Dy se apro-
ximaria aDeCf‘;*E luego de alcanzar su valor maximdy s, seria aproximadamente iguali,.

En la figura 4.12 se pueden observar los diferentes coeksi@f¢ctivos suponiendo mantenien-
do los mismos parametros que en el caso de las reaccionetucohy EGTA pero considerando

DE:O.

Para estimar parametros de las trampas en el ovocito,ahqb€ realizar experimentos de
FCS en diferentes condiciones, de forma tal que los coefiesesfectivos variaran su valor. Da-
do que las trampas son desconocidas, no es posible variansartracion, habria que variar
la concentracion de indicador o de calcio. Como experiogede FCS requieren bajas con-
centraciones de particulas fluorescentes, de forma deeflectuaciones mas grandes en la

fluorescencia, la concentracion del indicador no se puadanen forma significativa, y como

Ca efl
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Figura 4.12: Grafico de los coeficientes efectivos te@ramla reaccion Ca—Fluo 4-EGTR, 1,
Des> Y Deys y de las reacciones Ca-FluoB; ", D"y Ca—EGTA,DS /", DS " en
funcion de la concentracion total de calcio. CoBp, = 760 m?/s, Dpy = 85 um?/s, Dg = 0,
F4,,; = 676 NM, E;,; = 9.66 mM, Ky = 2600 nM, Ky = 150 nM, koppps = 30057 y

koffE =0.75s"%.
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la trampa esta en exceso, una variacion en la concemtrae la sonda practicamente no mo-
dificaria los valores de coeficientes efectivos que se dbtem Seria necesario entonces variar
la concentracion de calcio total en el citosol. Una de Iasiplidades para lograrlo es interferir
farmacologicamente con el funcionamiento de las bombaseagiran parte del calcio del citosol,

por ejemplo empleando tapsigargina, que es un inhibidaa demba del reticulo endoplasmico.

Se propone entonces realizar experimentos de FCS en avdetmnaXenopus laevisva-
riando la concentracion de calcio citosolico mediantessl de tapsigargina. Aplicando a los
datos obtenidos el analisis utilizado aca en el caso deisoles con calcio, EGTA y Fluo 4,
esperamos estimar coeficientes de difusion de calciccaddr y buffers endogenas situ. Se
espera, a su vez, extraer informacion sobre algunos gardsde reaccion y la capacidad “buf-

fering” de la célula.
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Sdiales intracelulares de calcio, modificaci
de un microscopio comercial confocal para su

observadn

En este capitulo se describe la modificacion introducidalemicroscopio confocal multi-
espectral Olympus Fluo View 1000 para realizar experinseatolos que es necesario fotolizar
compuestos enjaulados. Esta modificacion resulta esenoigprescindible para el estudio de
sefales de calcio evocadas pojiifediante métodos opticos, ya que permite generar un@isti
preciso y controlado de {Psimultaneamente a la obtencion de imagenes confo&dgwesenta
una caracterizacion de las propiedades principales stelnsa y se corrobora la efectividad del
sistema propuesto, empleando un compuesto enjauladodie jealto con un indicador fluores-
cente de calcio.
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5.1. El microscopio confocal Olympus FV1000

El microscopio confocal espectral de la firma Olympus, moéélo View 1000 (FV1000),
con el que se realizaron los experimentos presentados enrasajo de Tesis, fue adquirido
a mediados del ailo 2007 y se encuentra instalado en el taborde Microscopia y Micro-
espectroscopias (LMM) del departamento de Fisica. El LMMNha parte de un proyecto in-
terdisciplinario y esta compuesto por investigadoresdéglartamento de Fisica, del Centro de

Microscopias Avanzadas y de Biologia.

El microscopio esta formado por un médulo confocal espkainido a un microscopio in-
vertido 1X81. Posee dos modos para adquiririmagenesylados a dos sistemas de iluminacién
diferentes: por una parte el modo confocal, que tienedgdssymo fuente de iluminacion por el
gue se obtienen imagenes con alta resolucion axial, y pamparte la adquisicion de imagenes

convencionales de fluorescencia ( “wide field”), que utilez&uz de una lampara de mercurio.

Modo confocal EI microscopio tiene tres laseres que proveen en totabdmrgitudes de

Filtros de
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Puerto i
Combinador :
Laser i

Puerto de
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Canal 1
2 Haz de
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Dicroico

Al Microscopio
1X81

Figura 5.1: Esquema de la unidad confocal espectral debstopio FVV1000.
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onda: laser multilinea de Argbn (457 nm, 488 nm, 515 nasget de Helio-Nebn (543 nm) y un
laser diodo de estado solido (635 nm). Una unidad combirgede laseres permite iluminar a la
muestra simultaneamente con tres longitudes de ondat&dedres canales de deteccion, dos
de ellos espectrales. Los detectores son fotomultiplieedde alta sensibilidad con eficiencia
cuantica~ 100 % para 500 nm (Hamamatsu). El sistema de deteccion egeiecsientra dentro
de la unidad confocal, tiene dos sistemas de red de ditna¢péra los dos primeros canales) con
una resolucion de 2 nm que trabajan en todo el espectrde/&i® nm a 700 nm. El tercer canal
posee filtros barrera. Un par de espejos galvanometrostpargenerar imagenes por barrido,
con una velocidad maxima de 16 cuadros por segundo, paremaggn de 256 x 256 pixeles.
La maxima resolucion es de 4096 x 4096 pixeles y el minimervalo de deteccion es de.2.

En la figura 5.1 se presenta un esquema de la unidad confothiselementos mencionados.

Modo FluorescenciaComo fuente de iluminacion para fluorescencia, el micrpgctene
unalampara de mercurio externa de 100 Watts, conectadira optica al microscopio a través
del puerto de fluorescencia. Se tienen diversos cubos dss filer fluorescencia para ser emplea-
dos con distintas sondas fluorescentes. Como sistema deidetse emplea una camara CCD
Proscan 128+.

El microscopio cuenta con diversos objetivos, el empleado®experimentos mostrados en
este trabajo es el objetivo 60 x (UPlanSAPO, Olympus), apoatico de inmersion en aceite,
apertura numeérica 1.35 y distancia de trabajo 0.15 mm. Adese incorpor6 al microscopio una
platina motorizada (Scientific Roper) y una camara ambdora para mantener la temperatura
constante. En la figura 5.2 se presentan dos fotografiatedmmpueden observar los diferentes
componentes del sistema.

5.2. Adaptacdbn del FV1000 para la foblisis de compuestos

enjaulados

La luz ultravioleta (UV) es proporcionada por la lamparawmkrcurio externa que se utiliza
para la observacion de fluorescencia convencional. Cornbsava en la figura 5.3, el espectro
de emision de la lampara de mercurio es continuo y presgniaportante pico a 365/366 nm
que se aprovecha para la fotolisis. La luz de la lamparaseata al microscopio a través de
una fibra optica pero, en lugar de utilizar el puerto conierad de fluorescencia, en el modo de
fotolisis la luz de la lampara de mercurio se introducewaés del puerto SIM. En la figura 5.4(a)
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Figura 5.2: Fotografias del microscopio confocal espéde Olympus, FV1000.
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Figura 5.3: Espectro de la lampara de mercurio.

se muestra una fotografia de la vista lateral de la unidafiocal, donde se puede observar
gue los diferentes sistemas de iluminacion entran al mopio a través de esta unidad. En la
fotografia se identificaron el puerto para el combinadeel; el puerto de fluorescencia, que es
el empleado para la lampara de mercurio en su uso convexicioal puerto SIM modificado
para la fotolisis. Tradicionalmente el puerto SIM se mélpara incorporar una segunda unidad
de escaneo, dedicada a la estimulacion con luz lasepémdigente de la unidad primaria.

A la salida de la fibra 6ptica del puerto SIM se colocod unesist de lentes que permite
enfocar la luz proveniente de la fibra en el microscopio. Ea easo se replico el sistema de
lentes usado en el puerto convencional de fluorescencian&slee incorpor6 un filtro 377/50
(Brightlines) para seleccionar las longitudes de ondaasarsadas en la fotolisis. El sistema de
lentes y el filtro UV se colocaron en un tubo negro que puedplaesrse verticalmente, ver
la fotografia de la figura 5.4(b). El desplazamiento vattdel tubo que contiene el sistema de
lentes, permite variar el plano imagen de la luz UV con retspa@@lano imagen del microscopio.
El cable que transmite la luz de la lampara esta compuestegpias fibras opticas. Si se enfoca
la salida del cable en el plano imagen del microscopio, haiacion UV no resulta homogénea,
dado que se pueden observar las imagenes circulares délradadividual que componen el
cable. Con el fin de priorizar la homogeneidad de la ilumibrad¢iV en el plano confocal, se

desenfoca ligeramente la iluminacion UV modificando laraldel posicionador vertical.

Como se mostro, las diferentes formas de iluminacioreenat microscopio 1X81 a travées
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Figura 5.4: Fotografia de la unidad confocal modificadgVista lateral mostrando los tres puer-
tos de iluminacion: el puerto de fluorescencia para la Iua tEmpara de mercurio, el puerto del
combinador laser para la obtencion de imagenes cord®oakl puerto SIM modificado, que per-
mite obtener imagenes confocales simultaneamente adlisfe de compuestos enjaulados.(b)
vista detallada del puerto SIM modificado donde se obsempastionador vertical que permite
cambiar la localizacion relativa de la iluminacion UV ac@specto al plano focal del microsco-

pio.
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Figura 5.5: Esquema de los caminos opticos de los difesesistemas de iluminacion que se
consiguen moviendo la posicion del riel: (a) Posiciorehé un espejo que re-dirige la luz de la
lampara de mercurio para la observacion convencionalidesiicencia (b) Posicion 2 esta vacia,
de este modo la luz del combinador de laseres puede llegaicedscopio para la adquisicion
de imagenes confocales (c) Posicion 3 tiene un espejoidicque refleja las longitudes de onda
cortas €450 nm) usadas en la fotolisis, y permite la transmisiomoddaseres para el modo

confocal.
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de la unidad confocal. Esta unidad cuenta con un riel m@dazjue posee tres posiciones: en
la primera hay un espejo que refleja la luz de la lampara deurieren el camino convencional
para fluorescencia (en este caso la luz que proviene del nandni laser no puede pasar); la
segunda se encuentra libre, de forma que permite el pasolde laser para la obtencion de
imagenes confocales (pero no pasa la luz de la lampara deino; y la tercera se utilizo para
la fotolisis. En esta tercera posicion se coloco un esgajroico que refleja luz de longitudes
de onda menores a 450 nm y transmite mayores longitudes de Dedesta forma, se logra
iluminar simultaneamente con los laseres disponibles 2z UV de la fotolisis. Ademas, el
espejo dicroico permite la transmision de la luz proveteiete la muestra hacia el sistema de
deteccion confocal y asi obtener imagenes confocale$a figura 5.5 se muestra un esquema

de los distintos caminos para la iluminacion.

Con el fin de controlar el tiempo de exposicion a la luz UV,ded un obturador ultra rapido
(Uniblitz) entre la lampara de mercurio y la fibra 6ptichoBturador posee su propio controlador
(VCM-D1, Uniblitz). Para controlar la duracion del flash generador de pulsos construido en
el departamento de Fisica se conecta al controlador detastir, mandando sefiales TTL de
5 volts de la duracion deseada, a partir de 10 ms y de a pasb® whs. EI FV1000 tiene una
sefal de salida TTL que es comandada por el software debstiapio FW10-ASW (version
01.07.03) a través de la ventatiime controller Esta ventana permite al usuario programar la
rutina de adquisicion, por ejemplo: seleccionar losrésg sus intensidades; elegir la forma de
barrido; el tiempo de adquisicion, etc.; ademas de ctarted envio de la sefal de salida TTL.
Para sincronizar el flash de UV con la adquisicion de la imgigeseial de salida del microscopio
se conecta al generador de pulsos y usandionel controlleres posible elegir el tiempo en el

cual se envia la sefal de salida y se genera el flash UV.

La potencia de la luz UV empleada en la fotblisis se contagi@gando una rueda de filtros
motorizada con 6 sitios donde se colocaron 5 filtros neuteodiférentes densidades Opticas
(New Focus), ver tabla 5.1. Segun el fabricante, los filatehtan todas las longitudes de onda
en el rango de [400- 700] nm por igual. Un lugar se dejo vaara pbtener la mayor potencia
UV. La rueda motorizada es comandada desde el software dedsnopio. En la figura 5.6 se
presenta una fotografia del sistema de iluminacion egtde la lampara de mercurio, mostrando

los diferentes elementos mencionados.
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Lampara de
Mercurio

Obturador
Ultra-Rapido

Figura 5.6: Fotografia del sistema de iluminacion exdeBe obseva la lampara de mercurio, el
obturador rapido y la rueda de filtros motorizada.

Tabla 5.1: Densidad oOptica y transmision de los filtrostre=u(New Focus)

Densidad optica Transmision (%)

0 100
0.3 50
0.5 32

1 10
15 3

2
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5.3. Caracterizacbn del sistema de fablisis

5.3.1. Potencia UV y atenuadores

La lampara de mercurio es de 100 W, distribuidos en un egpeahtinuo de emision con un
pico importante a 365/366 nm. Los componentes opticosstelsa de fotolisis y del microsco-
pio atenlian la potencia de la luz especialmente en el rdtgoioleta. Se midi6 la potencia de
la luz empleada en la fot0lisis a la salida del objetivo 6@espués de haber pasado a travées de
los filtros neutros indicados en la tabla 5.1. En la figura B.mhsestra el grafico de la potencia
en funcién de la transmision de cada filtro neutro. Las miedes se realizaron empleando un
medidor de potencia de la luz Advantest TQ8210 registran864anm. La maxima potencia
obtenida fue de- 400 uW. En la figura 5.7 se presenta el grafico de la potencia endmme la
transmision de los filtros empleados. Recordando que Isidigth dptica@ D) y la transmision
(T) cumplen la relaciofi” = 10°P se puede inferir, del ajuste lineal de los datos en la figuta 5.
gue los filtros pueden considerarse neutros, inclusive eanglo de [350— 400] nm, hecho que
no fue informado por el fabricante (Qque aseguraba el buerpodamiento de los filtros en el
rango visible [400— 700] nm).

Potencia (W)

0 10 20 30 40 50 .60 70 80 90 100
Transmision (%)

Figura 5.7: Grafico de la potencia de la luz de fotolisiswercfon de la transmision de los filtros
neutros.
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5.3.2. Tamadio del haz de iluminacbn

Una de las técnicas mas comunes para determinar el anaholtez es generar el perfil de
intensidades, midiendo la intensidad de la luz transméittavés de una pequeia ranura que se
va deslizando a lo largo del haz [Wright et al., 1992]. Lamsidad del haz es integrada sobre el
ancho de la ranura, el resultado de la medicion es equieatela convolucion de la intensidad
original con el perfil de la ranura. Para estimar el tamaf@a iluminada por UV, en vez de
medir la luz transmitida por una rendija, se midio la luzejeiiia por un delgado hilo que se
hace pasar a lo largo del haz. De esta forma se obtiene el geiifitensidades en funcion de
la posicion del hilo. Asumiendo que el haz presenta unailolistion gaussiana, el ancho de la

cintura puede ser estimado ajustando el perfil por:
E(z,y,0) = Bge /0, (5.1)

dondeE, es un vector constante en el plano transversaj), z = 0 en la cintura del haz y,

es el radio de la cintura.

Un delgado hilo £ 60um) se montd sobre un cubreobjeto, solamente se permitasel de
luz UV del sistema de fotolisis. Usando una platina motata (Scientific Roper) se movio la
posicion del hilo de a pasos de Lth mientras la intensidad reflejada se registraba usando los
detectores del sistema confocal. En la figura 5.8 se mudgjrafeco de la intensidad reflejada
en funcion de la posicion del hilo, junto con el ajuste dedatos experimentales por la Ec. 5.1.
El tamaiio de la imagen UV depende del diametro de la fibti@®y de la magnificacion del
objetivo. El experimento se realizd utilizando el objetide inmersion en aceite 60 X y una
apertura del diafragma confocal de 1@%. Este objetivo produce un circulo de iluminacion UV
de diametro (212 7) um. Se hicieron pruebas (que no se muestran) corroborandad Guea#io
del area de iluminacion UV estimada de la forma aqui priesia, no depende del tamafiio de la

apertura confocal.

5.4. Prueba de funcionamiento usando calcio enjaulado

A fin de comprobar la efectividad del sistema de fotolises,uilizd NP-caged EGTA
(Invitrogen-Molecular Probes), que es un quelante fhiblgue presenta una alta selectividad
por elCa®*. Este quelante, aumenta su constante de disocidGigror el Ca?*, desde 80 nM
a mas de 1 mM, al ser expuesto a luz UV [Graham and Davies,; I&&ham et al., 1996].
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Figura 5.8: Grafico del perfil de intensidad reflejada enifumde la posicion del hilo. En linea
continua el ajuste de los datos experimentales por la Ec. 5.1

Este compuesto enjaulado rapidamente libefara™ después de su fotolisis. Empleando un in-
dicador de calcio junto con el NP-caged EGTA es posible earifia eficacia del sistema de

fotolisis.

Con este fin se confeccionaron soluciones que conteniacalyéd EGTA, calcio y el indi-
cador de calcio Fluo 4-dextran high affinity (Invitrogen-ldcular Probes). Empleando el mi-
croscopio confocal FV1000 modificado, se realizaron medes en gotas de aproximadamente
30 1 de la solucion, y se empled el sistema de fotolisis paerdir en cierto momento el calcio
enjaulado. Para ello se registro la fluorescencia prowénige la muestra para longitudes de on-
da dentro del rango [500— 600] nm, en un punto a aproximadeni€nm del cubreobjeto, a
una frecuencia de 100 kHz, empleando la linea 488 nm del tlesargon y el objetivo 60x. No

se utilizé ningln filtro neutro para atenuar la intensidada iluminacion UV.

En la figura 5.9(a) se presentan las series temporales detadtenciak) a la que se le
resta el promedio de la fluorescencia antes del pulsoAJ) ¢btenidas a partir de experimentos
realizados con distinta duracion del pulso de W\ /), que van desde los 250 ms hasta 1 s. En
esta figura se puede observar el aumento de la fluorescesgiaédedel pulso UV, en respuesta
a la liberacion de calcio debida a la fotblisis del NP-ch§&TA. Se observa que cuanto mas
larga sea la duracion del pulso de UV, mayor sera la camhtitlacalcio puesto en libertad y
disponible a ser ligado por el indicador de calcio. Se esgeeala cantidad de calcio liberado
sea linealmente proporcional no sblo a la concentracdébonampuesto enjaulado, sino también a
la intensidad del pulso de UV y a su duracion. Para corrolest@, en la figura 5.9(b) se grafica

la diferencia de fluorescencia '), calculada como la diferencia entre la maxima fluoreseenc
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Figura 5.9: (a) Serie temporal de la fluorescendia henos la fluorescencia basdl ], para
distintas duraciones del pulso de UXX{(). Mediciones realizadas en solucibn con concen-
traciones [NP-caged EGTA] = 1 mM, [Ca] = 0.8 mM y [Fluo 4] = 301. (b) Grafico deAF
(diferencia entre la fluorescencia maximay la fluores@hasal) en funcion de la duracion del
pulso de UV (Atyv), en linea continua la regresion lineal de los datos. ®ledes realizadas en
solucion con concentraciones [NP-caged EGTA] = 1.5 mM] [C&5 M y [Fluo 4] = 100 M.

y la fluorescencia basal antes de dar el pulso de UV, en fardgbla duracion del pulso de
UV (en este caso desde 100 ms a 400 ms). Como se observa eg@stalé relacion lineal es

seguida casi exactamente.
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Observadn de s@ales de calcio en ovocitos

de Xenopus laevis

En este capitulo se presenta el método de obtencion deeiades de calcio y se mues-
tran diferentes registros de sefales de calcio en ovad#d®nopus laevisEn estas células el
calcio es liberado desde el reticulo endoplasmaticovesrde canales receptores dg, l§ue
necesitan ligar calcio e }Rpara poder abrirse. Este Ultimo es introducido en |la aé&ulforma
enjaulada junto con el indicador de calcio y liberado pasterente con un pulso de luz ultravio-
leta [Callamaras and Parker, 1998]. Las imagenes son @snaah el microscopio modificado
FV1000 descripto en el capitulo anterior. Con el fin de derazar la region del ovocito donde
se encuentran los receptores dg, & muestra la estructura del reticulo endoplasmatico em
pleando un marcador fluorescente especifico. Esto Ultenmipe conocer la geometria desde
donde el calcio es liberado e inferir como la misma afecisskfiales. Se observan sefales de
calcio localizadas “puffs” y eventos mas globales, “orid8s calcularon los perfiles temporales
de intensidad que permiten analizar y extraer mas faoieneformacion acerca de los eventos

observados.
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6.1. Obtencdn de séales de calcio en el FV1000

6.1.1. Acondicionamiento del laboratorio para tratamient de ovocitos

Dado que se trata de una nueva linea experimental de igaeitn en el departamento de
Fisica, formo parte de mi trabajo doctoral acondiciondal@oratorio para el tratamiento de los
ovocitos y posibilitar el estudio de sefales de calcio. dlo se modificod el microscopio FV1000
para adaptarlo a la fotolisis de compuestos enjauladns, qiie también se seleccionaron y

adquirieron los diferentes dispositivos relacionadostadaica aqui descripta.

Incubadora La temperatura corporal de las ranas es d&1para preservar a los ovocitos

se adquirio una incubadora que mantiene la temperatustarte, fijandose la misma en°C/

Lupa estereosopica Se comprd una lupa estereoscopica Olympus SZ51, juntaicdlo-
minador por fibra 6ptica marca Arcano, para observar a losiths durante el tratamiento previo

a las mediciones. La lupa posee ocular 10 x con una distaadralajo de 110 mm.

Tubos capilaresLas micropipetas son formadas a partir de tubos capilaresdde boro

silicato, con un punto de ablandamiento estandar d€Z80

Estirador de micropipetas Para dar forma a las micropipetas, se compro un Puller PC-
10, Narishigue, que utiliza un método de calor y estiratoieertical del capilar de vidrio por
fuerza de la gravedad. Dispone de dos modos de estiramgmipte y doble (donde cambian
las condiciones del estiramiento a mitad del proceso).disia puede producir micropipetas
largas y finas para inyeccion a partir de i3 de diametro en la punta, facilitando la produccion

de grandes cantidades de micropipetas idénticas y dexdalitiforme.

Microinyector Para realizar la microinyeccion, se optd por adquirir uorainyector au-
tomatico Drummond, Nanoject Il, que esta especialmeisefiddo para realizar de forma deli-
cada, inyecciones de volumenes de nanolitros en ovoeitoistiones y tejidos. Posee un micro-
procesador que controla automéaticamente una pipeta deinyieccion, permitiendo inyectar
pequeiios volumenes (nanolitros) en forma precisa. Eimeh a inyectar se puede elegir entre
16 valores en un rango de 2.3 nl a 69.0 nl. Ademas tiene uenséstle control remoto y un
embolo no-rotacional que elimina vibraciones, permd@mina microinyeccion mas precisa y

minimizando el dafio ocasionado a las células al micratare

Micromanipulador EI microinyector debe ser montado sobre un micromanipulqade per-

mita posicionar la micropipeta para la microinyeccionnistromanipulador es manual, de tipo
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mecanico y mediante un juego de tornillos permite el mosito en todas direcciones.

6.1.2. Preparacon de los ovocitos
Aislamiento del ovocito

Los ovocitos empleados en este trabajo provienen de unaiegferana acuatica africana
llamadaXenopus laevisLos ovocitos son ovulos inmaduros de rana sin fecundaensaen-
tran en sacos o lobulos que conforman el ovario de la rans.shoos del ovario se extirpan
quirtrgicamente. Una vez extirpados, los sacos junto@eovocitos se deben mantener inmer-
sos en una solucion salina con antibi6tico llamada Barfn la fotografia de la figura 6.1(b)
se observa parte de un saco, en donde se puede aprecialekttajectivo que rodea al saco y
contiene vasos sanguineos. Cada saco contiene ovocitife mtes estadios. La membrana del
saco se rompe para acceder a los ovocitos, y se separan osen los estadios V y VI, que
corresponde a las Ultimas dos etapas previas a la madnr&m esos estadios el ovocito mide
alrededor de 1 mm de diametro y posee bien distinguidos elmssiferios denominados hemis-
ferio vegetal (claro) y animal (oscuro), ver fotografialddigura 6.1(d). A su vez, los ovocitos
estan envueltos en una capa de células foliculares quererpequeios capilares sanguineos,
ver figura 6.1(c). Esta capa puede ser removida mecanicamegdiante el uso de pequefios

forceps o quimicamente mediante un tratamiento de coéesge

Los ovocitos son provistos generosamente por el grupo déa&nmiel J. Calvo, del Instituto
de Investigaciones en Ingenieria Genética y Biologideldar (INGEBI), CONICET-UBA, en
dos formas diferentes: ovocitos aislados mediante umtiatdo de colagenasa o sacos que luego

son tratados en el laboratorio de la forma descripta ambeeote.

Solucion de microinyeccbn

La solucion con que se microinyecta al ovocito para la olas@dn de sefales de calcio es
una mezcla del indicador de calcio (que puede ser por ejelriypdod dextran) y el IRPenjaulado

en concentraciones tales que las concentraciones finalek @cito son aproximadamente

1Composicion de la solucion Barth: 88 mM NaCl, 1 mM KClI, 2.#mlaHCO3, 0.82 mM MgS04, 0.33 mM

Ca(N03)2,0.14 mM CaCl2, 5 mM HEPES, 0.5 mg/mL gentamicia7pt.
2La colagenasa es una enzima que digiere las células fesitjue rodean al ovocito.
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() (d)

Figura 6.1: (a) Rana africanéenopus laevigb) Detalle se un saco que contiene ovocitos en dife-
rente estadio. Envolviendo al saco se observa el tejidoctivoejue contiene vasos sanguineos.
(c) Ovocitos aislados. (d) Ovocitos de 1-1.2 mm de diameirestadio VI, se distinguen los
hemisferio animal (oscuro) y vegetal (claro). Fotogmfia Erwin Sigel, 1987. Institute for Bio-

chemistry and Molecular Medicine, University of Bern.
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~ 40 UMy ~ 9 M respectivamente

Si se quieren observar eventos localizados de calcio,,méffagrega a la solucion de micro-
inyeccion EGTA, que inhibe el acople entre los sitios deriizion. Gracias a su lenta capacidad
de ligar calcio §,, ~ 20 uM~!s7!) el EGTA evita que elCa?>" difunda en distancias del or-
den de micrometros. Dado que la distancia entre sitiosh@edcion es de este mismo orden, el
EGTA tiene la accion de desacoplar los sitios de liberaaifejando practicamente sin alterar
las caracteristicas del puff. De esta forma, los difesesiios operan autbnomamente y no se
propagan ondas déq** [Callamaras and Parker, 2000; Marchant and Parker, 2001].

Todos los indicadores de calcio y compuestos enjauladoteadys en este trabajo son de

Invitrogen-Molecular Probes. Los demas compuestogzats son de Sigma.

Microinyeccién

Para la microinyeccion de los ovocitos se prepara la mipstp estirando un capilar de
vidrio. La punta de la pipeta es de aproximadamente:h5 Empleando una jeringa y aguja
metalica, el capilar estirado se rellena con aceite minesg monta en el microinyector au-
tomatico. Se carga la micropipeta con la solucion desgddsa ovocitos aislados se alinean en
una grilla plastica. Con el micromanipulador se introdiacgunta de la micropipeta en el ecua-
dor del ovocito, se elige microinyectar en el ecuador parregl nucleo del ovocito que se
encuentra en el polo animal, ver figura 6.2. Accionando efemygector automatico, un volu-
men de aproximadamente 40 nl de la solucion empleada set@ge el citoplasma del ovocito.
Los ovocitos microinyectados se incuban &d por al menos 30 minutos para permitir que los

compuestos introducidos alcancen una distribucion tmiéoa lo largo del citoplasma.
6.1.3. Adquisicbn y procesamiento de inragenes

Adquisicion de imagenes

Para adquirir las sefales de calcio se emplea el micras€&i000 modificado, descripto
en el capitulo anterior. El ovocito microinyectado se calsobre un cubreobjetos en un pequefio
contenedor, inmerso en solucién salina Rifigeon el hemisferio animal hacia abajo. Se em-

plea un objetivo 60 x (UPlanSAPO, Olympus), apocromatiedrsmersion en aceite, apertura

3Para estimar las concentraciones finales en la célulapsmswn volumen del ovocito de;d
4Composicion de la solucion Ringer: 120 mM NacCl, 2 mM KCB inM CaCl2, 5 mM HEPES, pH 7.2.
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Figura 6.2: (a) Esquema ilustrando la microinyeccion dedocitos (b) Ovocitos alineados en
una grilla plastica durante la microinyeccion con capde vidrio de aproximadamente Lon.
Fotografia de Erwin Sigel, 1987. Institute for Biochemjsind Molecular Medicine, University
of Bern.

numeérica 1.35. Si se trata del indicador de calcio Fluoxrda o Fluo 5N, se excita la muestra
con lalinea 488 nm del laser de Argon y se detecta la fleeresa en el rango de [500— 600] nm.
Sea cual fuere el indicador de calcio, en primer lugar se tamagenes de barrido en el modo
confocal del lado animal del ovocito de forma de ubicar laszde los granulos corticales, que
se encuentra aproximadamente a [3—/&@]de la superficie de la célula. Una vez identificada la
zona de interés, se emplea el modo confocal de barrido déng@ede aproximadamente 4,
centrada en el area de iluminacion UV. Se elige adquiflularescencia en una linea en lugar de
una imagen ya que, si bien se pierde cierta resolucion egpaaesolucion temporal es signifi-
cativamente mayor. El tiempo de adquisicion en cada pustied Qus, y el tiempo que tarda en
barrer una linea es de aproximadamente 3.7 ms. El tamaiio piel es de 0.175 x 0.176n°.
Con respecto al flash de UV, se especifica el filtro de ateonal@Seado y se determina la dura-
cion y el momento en el cual se da el pulso de UV. En generallsbfse da después de0.5 s,
para tener registro de la fluorescencia antes de la estironla@ longitud total del experimento
suele ser de 10 s aproximadamente. Para permitir que lgstoees de IR se recuperen de una
eventual desensibilizacion, se deja pasar alrededor d@nuto entre registros sucesivos en una

misma zona de un ovocito.

El registro de sefiales de calcio se realiza en el hemisémiimal del ovocito porque éste
presenta una mayor probabilidad de aparicion de evem®sitios de liberacion de calcio pare-
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cerian estar mas concentrados en ese hemisferio Cadlarmad Parker [1994, 1999].

Procesamiento de imragenes

Los datos se guardan en imagenes TIFF de tamakon, en donden es la cantidad de
pixeles de la linea barridary equivale a la cantidad de veces que se barrio la lineaekZbgjical
corresponde al espacio y el horizontal al tiempo. Las imagedquiridas son analizadas en la
forma que se detalla a continuacion. Para cada posjctila linea de barrido digitalizada se
definio el nivel de fluorescencia baslai como el promedio de los registros obtenidos en esa
posicion hasta el momento previo al pulso UV (equivaldtijgromedio de la fluorescencia basal
para cada posicion de la linea barrida). Una vez calcidatiacantidad para cada posicion de la
linea de barrido, la serie temporal de fluorescencia pien&nde cada punto fue procesada de
la siguiente manera: @ésimo punto registrado en jaésima posicion de la linea de barrido se

le asigno la cantidad

_ Fi — F]
=T
La cantidad definida de esta manera es entonces, para caadeula linea de barrido, una

AF, (6.1)

medicion de la evolucion de los cambios relativos de larfilscencia detectada. Cambios en esta

magnitud dan cuenta de cambios en la concentracion de caosolico.

Para apreciar con mas detalle la dinamica de un eventeatizaron perfiles temporales de
la intensidadA /" a lo largo de una posicion dada. Con el fin de reducir el rurdsgnte en los
registros se realizo un promedio de 7 pixeles conseauavola direccion espacial, o sea a lo

largo de la direccion de barrido.

Separacbn de canales

En el caso de trabajar simultaneamente con dos indicaflooeescentes cuyos espectros de
emision se superpongan, es necesario separar las coidriba de cada fluoréforo. En la figu-
ra 6.3 se muestran en el mismo grafico los espectros de dicsdiodes de calcio, el Fluo 4 y
Rhod 2, como se observa, los espectros de emision (limeguaa) se superponen. En esa figura,
el sombreado verde y rojo representa el rango de longituelesda registradas por el canal 1
y 2, respectivamente. Se puede apreciar, que el canal &treeghicamente la sefial proveniente
del Fluo 4, pero el canal 2 registra contribuciones de amlosdloros. Para obtener la sefial
“limpia” del Rhod 2 es necesario conocer el porcentaje awlseé€l Fluo 4 que se introduce
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Figura 6.3: Espectros de absorcion (linea punteada) siem(linea continua) de los indicadores
fluorescentes de calcio Fluo 4, en verde, y Rhod 2, en rojooiabseado verde y rojo indican

los rangos de longitudes de onda registradas por los cahgl2gespectivamente.

en el canal 2. Para ello se debe realizar una calibraciomgrido imagenes de referencia de las
muestras empleando solamente el indicador cuya sefalredune en ambos canales, en este
caso el Fluo 4. Estas imagenes deben ser adquiridas endasmmcondiciones que se adquieren
las imagenes con dos fluoroforos. Una vez adquirida lagé@nés de referencia, se realiza el
cociente de la seial del canal 2y el canal 1. Este cocientes(Bna magnitud aproximadamente
constante, que depende exclusivamente del fluoroéforoemdply las condiciones de adquisi-

cion. Al obtener imagenes con ambos fluoroforos sinmgl#dnente, la sefal del Fluo 4 sera la
proveniente al canal 1y para obtener la sefial proveniezitRlood 2, al canal 2 se le resta el

producto del canal 1 por R [Zimmermann, 2005].

6.2. Observacbn y caracterizacbn de sdales usando

Fluo 4 Dextran

Empleando el microscopio modificado FV1000 presentado espdulo anterior y siguiendo
los protocolos descriptos en este capitulo, se realizdimarsos experimentos en ovocitos de
Xenopus laeviempleando IPenjaulado y un indicador de calcio. A continuacion se priese
imagenes representativas de cada tipo de evento evocadwl®ye también un analisis de los
mismos que permite concluir que se trata de eventos medpaagceptores de Py que el

sistema de fotolisis esta funcionando del modo esperadogvocar las sefales.

En los paneles de la figura 6.4 se muestran imagenes ref@@sende distintos tipos de
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sefales obtenidas, después de un pulso UV de 10 ms, enas/peviamente microinyectados
con una mezcla de Fluo 4-dextran (de alta afinidad) efpaulado. Se trata de tipicas imagenes
confocales de barrido de una linea, en donde se graficéEq. 6.1) usando un codigo de colores
ilustrado en la misma figura. En este tipo de graficos, el @jgoal corresponde a la posicion a
lo largo de la linea barrida y el eje horizontal al tiempo deriblo de la linea. En linea blanca
vertical se indica el momento en el cual se dio el pulso UV. lBb@s paneles presentados en la
figura 6.4 se puede apreciar un aumento en el cociente destemaaA F' luego del pulso UV,
indicando un aumento en el calcio libre, pero las escalagdeates y espaciales de los aumentos

difieren notablemente entre si.

En el caso de la figura (a), al microinyectar se agrego EGTA peevenir la propagacion
de ondas d€’'«** y aumentar la probabilidad de observar sefiales locakiztades como puffs.
En esta figura se pueden distinguir dos sitios diferentegdeacion indicados con las letras A
y B. Los perfiles temporales de intensidad se muestran ensi@maniigura. Es evidente que en
este registro los dos sitios actan en forma independieiti@ndose la liberacion d€a?* en
momentos no correlacionados. Por otra parte, en el sitie Bpserva el suceso de tres puffs
consecutivos. Se puede observar claramente, especialeer perfil temporal de la intensi-
dad, que el primer evento presenta mayor amplitud que |l@s.0fl tiempo entre eventos es
de aproximadamente 3.5 s, consistente con las estimaalehagervalo de tiempo entre puffs

consecutivos presentadas en Daniel Fraiman et al. [200&iciMnt et al. [1999].

Se presenta en la figura 6.4(b), un evento mas global, ercasteno se agregb EGTA al
microinyectar las células. Se observa que todos los sitdiberacion fueron activados practi-
camente al mismo tiempo y liberd@?>* durante mas tiempo. El perfil de intensidad se presenta
en la misma figura, en este caso mostrando que la concemrde(”«>" decae en una escala

temporal consistente con observaciones previas [DargaParker, 2003].

En la figura 6.5 se presenta una tipica onda de calcio. Cormpoeste apreciar, luego de que
un sitio se activa, el’a*" entra al citosol, difunde e induce la apertura de receptied&; en
sitios vecinos, generando una onda. Se sabe que la velabéds ondas d€'a*>* varia con
la concentracion de jPtomando valores desde 10 um/s a baja concentracion de jRasta
~ 50 pum/s a mayores [Marchant et al., 1999]. Con el fin de estimar lacieéml de la onda a
partir del experimento de la figura 6.5, se alined una reataet frente de onda aparente como
se muestra en la misma figura. La velocidad promedio de la obigmida de las pendientes es
de (18+ 2) um/s, valor que se encuentra dentro del rango de valores espgerado
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Figura 6.4: Imagenes confocales representativas maistidiferentes eventos deq’" después
de un flash UV da0 ms de duracion, empleando el indicador Fluo 4-dextraneetifaulado. En
los paneles se grafidal’ (Eq. 6.1) usando un codigo de colores, con la distanciazadoldel eje
vertical y el tiempo a lo largo del eje horizontal. Un aumeanicel cociente de fluorescendld”
(aumento en eC’a*" libre) se denota con colores cada vez mas “calidos” conindiea en la
barra de color. La linea blanca vertical indica el momenteleual se dio el pulso UV. (&rriba
Imagen tipica de eventos localizados@e&’ ", (puffs). Los sitios de liberacion estan indicados
con las letras Ay B. En este caso también se microinyectt®@bajo perfiles temporales de
los puffs que ocurrieron en los sitios A y B. (hjriba Evento mas global d€'«*>" (onda de
Ca*") abajoperfil temporal de la onda.
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Figura 6.5: Imagen confocal mostrando una ond&'d& después de un flash UV de 10 ms. Las
lineas blancas estan alineadas con los frentes de la ondal &in de estimar la velocidad de la
onda a partir de su pendiente. Concentraciones finales eit@®7 M Fluo 4-dextran, 9.2M

IP; enjaulado y sin EGTA.

Los comportamientos observados en las figuras 6.4 y 6.5 gimsaciones cuantitativas que
se pueden derivar de ellas estan en total acuerdo con abirres previas de sefales@e**
mediadas por IR Estos resultados indican que el sistema efectivamentézatel IR, enjau-
lado previamente microinyectado en las células y perndtpigir simultaneamente imagenes
confocales de las sefales evocadas. No hay duda de quelatambdificacion introducida en el

microscopio FV1000 como el tratamiento de los ovocitos gidn implementados exitosamente.

6.3. Observacdn de séales desde el rétulo y perspectivas

futuras

Las observaciones presentadas en la seccion anteriggngién significado un gran desafio
para nuestro proyecto, no aportan nueva informacion sieocqnfirman resultados previos. La
modificacion del microscopio confocal FV1000 presentatdeleapitulo anterior, sin embargo,
abre enormes perspectivas para la realizacion de estodgisales sobre sefales de calcio en
ovocitos. Aca describimos algunos de los caminos que ptane seguir mostrando resultados

preliminares.

Una de las propiedades del microscopio que puede ser edalp&ra avanzar hacia una
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comprension mas acabada de las sefales intraceludaio es su multi-espectralidad. Esto
abre la posibilidad de observar el comportamiento espacnporal del calcio en distintas re-

giones simultaneamente utilizando marcadores que emntelistintas longitudes de onda. Dado
gue el rol del calcio contenido en el lumen del reticulo gr@ematico (calcio luminal) sobre

las seflales mediadas por receptores dentiPha sido practicamente estudiado y teniendo en
cuenta que cumple un papel fundamental en las sefiales szulo$ (mediadas por receptores
de rianodina) decidimos hacer experimentos para obseveatas en el lumen y en el citosol

simultaneamente. Para tal fin decidimos utilizar los iadares Fluo 5N y Rhod 2.

El Fluo 5N es un analogo al Fluo 4 con una afinidad par€&™ mucho mas baja. La constan-
te de disociacionk ;) del Fluo 5N esv 90 uM mientras que la del Fluo 4-dextranes00 nM.
Esto quiere decir que a una misma concentracion de calciegailibro, el Fluo 5N ligaria
mucho menos calcio que el Fluo 4-dextran. Este tipo de iddicde baja afinidad se emplea
para registrar niveles de calcio del orden del mM, como eeriaentracion de calcio dentro del
reticulo endoplasmatico (ER). El Rhod 2, por otro ladajeéndicador de calcio con constante,
K, similar a la del Fluo 4-dextran pero con espectro de emisi@ramente separable de la de
los indicadores tipo “Fluo”, como se mostro en la figura &8utilizacion simultanea de ambos

indicadores permitiria, por lo tanto, registrar sefialesl lumeny en el citosol simultaneamente.

Para poder registrar el calcio luminal, se empled una @erde Fluo 5N AM que es capaz
de atravesar membranas. El Fluo 5N se microinyecta en qllasima del ovocito y se deja
incubar entre 3 a 6 horas. No existe un protocolo para el usstdeindicador en ovocitos de
Xenopus laevigo se han encontrado trabajos que lo empleen en este tiggula. ®e hecho,
gue nosotros sepamos, no hay registros del calcio luminaVecitos deXenopus laevisUna
vez microinyectado el Fluo 5N difunde y es capaz de atratasaembrana del ER. Es posible
gue parte del Fluo 5N quede en el citoplasma, pero debido ajsirba afinidad por el calcio, la
sefal proveniente del citoplasma deberia ser desptediahte a la sefial proveniente del lumen.
Por lo tanto consideramos que la seflal del Fluo 5N deberiddy informacion sobre el calcio
en el interior del reticulo.

Como paso previo a la observacion de seiales en ovocitue d# reticulo estudiamos si
con el protocolo disefiado el Fluo 5N reporta informaciobrs el calcio luminal. Para tal fin se
utilizé un marcador fluorescente de reticulo llamado BEeyadquirieron imagenes confocales de
barrido x—y de algunas regiones del ovocito utilizando DHlyo 5N. Las sefales provenientes
de ambos fluoroforos pudieron ser separadas dado que etresge emision del Dil es similar

al del Rhod 2 y el del Fluo 5N al del Fluo 4-dextran, por lo quex@®s en la situacion de la
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figura 6.3. El marcador Dil emite muy poca luz al estar disuett agua pero es muy fluorescente
alincorporarse alas membranas. Al ser microinyectado@voeito, se incorpora a la membrana
del reticulo y difunde por la misma. Para permitir que sérihisya por toda la célula, una vez
microinyectados con Dil, los ovocitos son incubados poodpnadamente 12 hs. Cabe recordar
gue el Dil marca la membrana del reticulo y no su interi@ndo la informacion que brinda el

Dil complementaria a la del Fluo 5N.

El reticulo endoplasmatico es un sistema formado poredae cisternas y tibulos. Esta or-
ganizado en forma de una red laberintica de tUbulos raadifi€ que se extiende por todo el
citoplasma. La membrana del ER constituye practicamamgthd del total de la membrana de
la célula. Se cree que los tibulos estan interconectdéarodo que la membrana del ER forma
una lamina continua que define un Unico espacio interrEas luminal) [Alberts et al., 2007].
En el citoplasma del ovocito, proximo a la membrana pldsmase localizan los granulos cor-
ticales (vesiculas usadas en la fertilizacion) que posegamarfio de 1- 2m. Estos granulos
se encuentran distribuidos en una capa que se encuentsanapdamente a [3— 1Q}m de la
superficie de la célula. Adentrandose 10 pm) aparecen unas plaquetas de aproximadamente
5 um. En el hemisferio animal, se pueden encontrar granulosgihegmto de aproximadamente
0.5um, que le confieren el color oscuro [Terasaki et al., 2001 ;a0@dras and Parker, 1999; Du-
mont, 1972]. Esta estructura es identificable en las imégjeonfocales de barrido x—y obtenidas
en la capa de los granulos corticales de ovocitos previsameicroinyectados con Dil y Fluo 5N

como se muestra en la figura 6.6.

Los espectros de emision del Dil y el Fluo 5N se solapan. Bgparar las contribuciones
de cada fluoro6foro y obtener las imagenes de la figura 6.8@elumétodo descripto en la Sub-
seccion 6.1.3. Como ya mencionamos, el espectro de endsiDil es similar al del Rhod 2y
el del Fluo 5N al del Fluo 4-dextran, asi que se empled lamaisonfiguracion de adquisicion
detallada en dicha subseccion. En la sefial correspaedéil se observa una estructura con
dimensiones comparables a las reportadas para el emopus laev[€harbonneau and Grey,
1984; Terasaki et al., 2001] donde los espacios oscuro$gpocrresponder a granulos cortica-
les 0 a otras organelas presentes en el ovocito. La sefiaspondiente al Fluo 5N, es bastante
mas débil. Al observar la superposicion de ambas sealpuede apreciar, en la figura 6.6, que
algunas zonas oscuras de la sefal de Dil se correspondeocas que presentan un aumento
en la sefal del Fluo 5N. Es de esperar que estas regionespondan al interior del ER. Esto
se hace mas evidente en la figura 6.7(b) donde se muestrparfdes normalizados de la fluo-

rescencia correspondiente al Fluo 5N y Dil, a lo largo de taarendicada en la figura 6.7(a).
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Figura 6.6: Imagenes confocales en x—y obtenidas en desssssimultaneamente, en la zona de
los granulos corticales (z = 0) del hemisferio animal. Gwomicroinyectado con el marcador
de reticulo Dil y el indicador de calcio permeable a memaraluo 5N. Se muestran imagenes

de las contribuciones de cada indicador y la superposagtmbas.

Tanto en la regibn | como en la Il indicadas en las figurasefabkdel Dil presenta una zona
oscura de diametro aproximadamenten2 Si se observa el perfil de la sefial del Fluo 5N, en la
region | es nulo, consistente con la presencia de un grsautical, pero en el caso de la region
Il, se observa un claro aumento de la seial, indicando qtratsedel interior del ER. Esto es
una indicacion de que el Fluo 5N esta ingresando al lumama €rroborarlo y para determinar
también que la sefal del Fluo 5N no reporta informacifore@! calcio citosolico repetimos
los experimentos utilizando Dil y Fluo 4-dextran, un indioade calcio que permanece en el

citosol. Las imagenes correspondientes se muestran guta 6.8.

No se ve en la figura 6.8 ninglin comportamiento como el dasce partir de las figu-
ras 6.7(b) y 6.7(a). En la imagen que corresponde a la sefiallde observa la ya presentada
estructura de red que conforma la membrana del reticuleeBbal del Fluo 4-dextran es mas
débil, si bien se trata de un indicador de alta afinidad poaleio, hay que considerar que el ni-
vel de calcio libre basal en el citoplasma es muy bajalQ nM). En la superposicion de ambos
canales se distinguen claramente regiones de tamanolenem consistentes con el tamafo
caracteristico de los granulos corticales. Por otro,|lE$oregiones en donde la seial del Fluo 4-
dextran es mucho mas intensa que la del Dil, tienen unactsteudiferente a aquéllas donde
la del Fluo 5N lo era. Todas estas observaciones sirven paduir que el protocolo disefiado
para utilizar el Fluo 5N ha sido exitoso y que este fluorofeqmorta exclusivamente informacion

sobre el calcio luminal. Estos estudios previos permitercicir que estamos en condiciones de
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Figura 6.7: (a) Detalle de la imagen confocal x—y presen¢ada figura 6.6, se indica mediante
una linea blanca la recta donde se realiza el perfil de la #eereia (b) Perfiles normalizados
de la fluorescencia correspondiente al Fluo 5N y Dil, a lodatg la recta indicada en la imagen
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Observacion de sefales de calcio en ovocitoss®pus laevis
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Figura 6.8: Imagenes confocales en x—y obtenidas en dagasssimultaneamente, en la zona de
los granulos corticales (z = 0) del hemisferio animal. Gomicroinyectado con el marcador
de reticulo Dil y el indicador de calcio citosolico Fluodéxtran. Se muestran imagenes de la
contribucion de cada indicador por separado y la superigostle ambas.

observar sefales de calcio simultaneamente en el ER y@tosbl y ayudar asi a dilucidar el

papel del calcio luminal sobre las sefales mediadas peptees de IR



Conclusiones

Las sefales de calcio son utilizadas por una enorme varielaélulas para regular proce-
sos tan distintos como la fertilizacion, la contracciénseular, la comunicacion neuronal y la
muerte celular, entre muchos otros. La versatilidad dedaalss se basa en la gran diversidad
de comportamientos que la concentracion de este ion mesfdegar dentro de las células que
involucran escalas temporales y espaciales muy diversassibles de abarcar por una Gnica
técnica experimental. EIl modelado se hace entonces emhsple para lograr una descripcion
abarcadora de las seinales. Los modelos realistas, pdadtrprequieren contar con estimacio-
nes confiables, idealmente obtenidasitu, de algunos de los parametros que caracterizan a los
procesos involucrados. En esta Tesis se ha avanzado haonitificacion de estos procesos en
células vivas, realizando experimentos opticos y deando el marco tebrico para extraer la

informacion necesaria a partir de los mismos.

La primera parte del trabajo estuvo dirigida a la determaraen células intactas de la ta-
sa de transporte del calcio y de las sondas fluorescenteasugarh visualizarlo. Teniendo en

cuenta que el calcio no difunde libremente dentro del citsis@ que reacciona con numerosas
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sustancias (“buffers”) se estudi6, en primer lugar, laimfacion que es posible extraer usando
técnicas opticas, tales como FRAP o FCS, cuando se usicutes marcadas fluorescentemen-
te que interactiian con “trampas” que reaccionan con é&lasCS, se miden las fluctuaciones
de la fluorescencia en un pequeiio volumen y se calcula sucatgtacion. En el caso en que
todas las particulas son fluorescentes y difunden sinaictigar, la funciobn de autocorrelacion
tiene una expresion analitica en términos del coefieidetdifusion libre y de la concentracion
de particulas, que puede ser usada para ajustar las nmei@gperimentales y extraer informa-
cion. Cuando las particulas fluorescentes difunden creaan, la funcion de autocorrelacion no
puede ser integrada analiticamente. En el presentedrabagstudid el comportamiento de esta
funcion de correlacion obteniendo aproximacionesitinaf que permiten usarla para ajustar

datos experimentales en distintas situaciones.

En una primera instancia, se analizd el caso en que pladifluorescentes difunden en un
medio homogéneo con trampas, que presentan cierta plidiadlpor unidad de tiempo de atra-
par o liberar a una particula de acuerdo a un esquema deaedenolecular. De acuerdo a
los estudios de Pando et al. [2006], hay dos coeficientesfdsi@i efectivos que caracterizan
el transporte en este caso: el llamado “colectivo,,y el de un sola particuld);. En este tra-
bajo de Tesis se presentd una aproximacion analiticagitimes de onda larga de la funcion
de autocorrelacion que caracteriza a los experimento£&e ue puede ser usada para ajustar
los datos experimentales y extraer informacion a partielttes. La funcion de autocorrelacion
aproximada es la suma de dos contribuciones (dos compaeheatda una caracterizada por un
tiempo distinto: uno asociado al coeficiente de difusibtadeampa,Dg, y el otro al coeficiente
de difusion efectivoD,,, que depende no solo de los coeficientes de difusion desfzecies
involucradas, sino también de parametros de la reacEigto permite concluir que a partir del
ajuste de los experimentos es posible obténerSe estudio el limite de aplicacion de la aproxi-
macion a longitudes de onda largas y se determin6 quelide y@ra reacciones que ocurren en
escalas temporales mas rapidas que la difusion libra garticular,... < 7. Se habia mos-
trado en Sprague et al. [2004] que bajo la misma aproximacig,. < 7y, los experimentos
de FRAP dan los valores del coeficiente efectivo de difud®nna sola particuld);. A partir
del trabajo presentado en esta Tesis se puede concluir doig FRAP dan informacion sobre
diferentes coeficientes efectivos de difusion por lo qoelminando la informacion proveniente
de ambas técnicas, es posible inferir parametros deiosagcoeficientes de difusion libre de las
particulas y de las trampas. Con el fin de corroborar la amaoion a la funcidon de autocorrela-

cion propuesta 'y comprobar qué tan bien se pueden indsrpdrametros de ajuste, se empleo el
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modelo integral, sin aproximaciones, para confeccionarasude correlacion teoricas que luego
fueron ajustadas por el modelo aproximado propuesto. Seama alrededor de 330 casos con
diferentes parametros de reaccion—difusion, que seestian dentro del rango de validez del
modelo. Del analisis de los diferentes casos se encongdagos los parametros recuperados
del ajuste de modelo completo con el modelo aproximadoeptas errores relativos promedio
menores aB0 % con respecto al valor teorico, inclusive cuando el tiempaahccionr,.,. es
similar al tiempo de difusion;;. En todos los casos analizadad, y el peso de la componente
correspondient&;o. s, fueron determinados con errores relativos menorgsyay 7 % respec-
tivamente, mientras quPs y su peso(Gogs, fueron estimados con errores relativos promedio
de 27 % y 22 %. Se investigb también qué experimentos pueden ser caubs para obtener
informacion acerca de los parametros de la reaccion psledeficientes de difusion libre (en
lugar de los efectivos) de las diferentes especies invatlas. En particular, se mostro que si el
namero de particulas fluorescentes puede ser cambiad@liair experimentos de FCS en por
lo menos dos concentraciones diferentes, entonces se pagghar el coeficiente de difusion
de particulas libres y parametros de la reaccion, talesda concentracion total de trampas, la

constante de afinidad y la fraccion de particulas ligaddses.

Se estudio a continuacion la aplicacion de FCS a un sestenparticulas marcadas y no mar-
cadas que presentan la misma funcionalidad, y reacciormatraimpas de la misma forma. Este
modelo resulta muy til dado que en las técnicas de mancas comin que algunas molécu-
las no sean marcadas exitosamente. En este caso la furcériatorrelacion aproximada bajo
la condicionr,.,. < 7y presenta una componente adicional: ademas de las aspaiacizefi-
ciente de difusion de la trampa)s, y al coeficiente efectivd,,, aparece una nueva asociada
al coeficiente de difusion efectivo obtenido en FRAR, Este calculo fue utilizado para anali-
zar resultados publicados recientemente sobre expesdatFCS realizados en embriones de
Drosophila melanogastegmpleando la proteina fusionaéad — eg fp. En este sistema es po-
sible suponer que no sbélo esta presente la proteina deficarescentemente, sino que también
hay proteina sin marcaBcd. Experimentos de FCS y FRAP realizados por diversos grugias p
estudiar la tasa de transporte Bed dan coeficientes de difusion de esta sustancia muy diferen-
tes entre si, suscitando controversias alrededor dergg® g/o técnica es la correcta. Conocer
la tasa a la que difundBcd es fundamental para determinar la forma en que se genera-el gr
diente de esta sustancia en los embriones y que constitbgségpara el establecimiento del eje
dorsoventral en este organismo. Utilizando la expresi@alitica aproximada de la funcion de

autocorrelacion obtenida para el caso con particulasadas y no marcadas, se determin6 que
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la diferencia de estimaciones del coeficiente de difus&n3td medidas en FCS, Abu-Arish
et al. [2010], y FRAP, Gregor et al. [2007], es totalmente patible con el hecho de que ambas
técnicas dan informacion sobre distintos tipos de cagfteis de difusion efectivos. Mas aun, em-
pleando el modelo propuesto en esta tesis, no solamentgrsedo explicar satisfactoriamente
las diferencias, sino que también se estimaron parameferidos a la reaccion decd con las

posibles trampas.

Subsiguientemente, dentro del marco del uso de métodu®§para estimar tasas de trans-
porte, se estudio el caso de la reaccion entre el calcigunak de sus sondas, en donde no solo
coexisten procesos de difusion y reaccion, sino que magitn fluctuaciones debidas al cambio
en la intensidad de la fluorescencia si el fluoroforo estalgyado a calcio. A diferencia del caso
de particulas siempre fluorescentes estudiado en eut@agiten este caso la funcion de auto-
correlacion en la aproximacion de longitudes de ondalasgyla suma de tres componentes. La
primera es la asociada a la difusion libre del indicadoradei@, la segunda al coeficiente efectivo
D. s (equivalente ab,, del caso de particulas siempre fluorescentes) y la terseaala a un
comportamiento no exclusivamente difusivo, con un factpoeencial decreciente, dependiente
de un nuevo coeficiente efectivb, r,. Se analizb también el caso en que ademas del indicador
hay otra sustancia ("buffer”) que reacciona con el calceeStudio el comportamiento de los
coeficientes efectivos de difusion en este caso y se mo&tnd variando las concentraciones de
las sustancias involucradas es posible inferir coeficielitbees y tasas de reaccion. Se presen-
taron luego experimentos de FCS realizados en soluciomgsraendo distintas cantidades de
calcio, del indicador Fluo 4-dextran y de un quelante (o féxif de calcio llamado EGTA. El
analisis de estos datos corroboro la existencia de lagsveoeficientes efectivos y su variacion
con algunas de las concentraciones tanto en los casos caifdioy calcio exclusivamente (ca-
SO con “una trampa”) y en aquéllos que ademas tenian EG3dgo(con “dos trampas”). A partir
de los experimentos en solucion y del marco tedrico désamde los mismos hemos elaborado
una propuesta experimental para estimar coeficientes dgi@ifde calcio, sondas y “buffers”

endbgenos en ovocitos obteniendo, a su vez, informacidresalgunos parametros de reaccion.

La segunda parte del trabajo estuvo dirigida a dar los pasmsarios para la realizacion de
experimentos propios de observacion de seiales de d@aleelular mediadas por receptores
de IR;. Para tal fin, se disefido una modificacion del microscopidacal comercial FV1000 de
Olympus para permitir la fotolisis de compuestos enjansadh que fue implementada exito-
samente. La modificacion es simple y econdmica y permitengs simultaneamente imagenes

confocales y fotolizar compuestos enjaulados. Se detérque la iluminacion UV obtenida en
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la muestra es relativamente uniforme en un circulo de elifon- 200 ym para longitudes de
onda en el rango de [350-400] nm. La maxima potencia demtiesd rango es de 0.4 mW. El
sistema permite controlar la intensidad de la luz por medidilttos neutros que producen la
atenuacion esperada en el rango de longitudes de ondasu&htiampo de exposicion también
puede ser controlado de a pasos de 10 msy sincronizado caytebkp de adquisicion confocal.
Se demostro la capacidad del sistema en experimentaza@ad en soluciones acuosas en donde
el Ca** enjaulado por el NP-EGTA fue fotoliberado al ser expuestalags UV de diferente
duracion y, empleando un indicador de calcio, se mostelgwcantidad d€'a** liberado es

proporcional al tiempo de duracion del pulso UV.

La modificacion introducida al microscopio resulta esaheiimprescindible para el estudio
de sefales de calcio evocadas poy mediante métodos 6pticos, ya que permite generar un
estimulo preciso y controlado des;lBimultaneamente a la obtencion de imagenes confocales
El sistema fue usado exitosamente en experimentos en osa@iXenopus laevien donde el
IP; enjaulado fue liberado para evocar sefiales intracekilde® «>*. Para la realizacion de
estos experimentos fue necesario acondicionar el labargtara el tratamiento de los ovocitos,
incorporando nuevas técnicas que hacen posible el estadienales intracelulares de calicio
vivo. Esto permitid extender la linea de investigacionitsbpreexistente sobre el tema a una
nueva linea experimental de investigacion en el depaméonde Fisica, teniendo la ventaja de

gue conjuga el desarrollo de modelos teoricos con la edaimr de experimentos.

La parte final de la Tesis estuvo dedicada a mostrar la hadilie la modificacion intro-
ducida en el microscopio para permitir la observacion deles de calcio evocadas por; IP

simultaneamente a la fotblisis de;lenjaulado.

Para tal fin, se mostraron, en primer lugar, imagenes catdgsde barrido obtenidas en ovo-
citos previamente microinyectados con una mezcla de Fldex#ran (de alta afinidad) e JP
enjaulado. Se repitieron los experimentos con y sin EGTA pariar la probabilidad de ob-
servar sefales localizadas llamadas puffs. Las obsenegcimostraron sitios de liberacion que
presentaban varios eventos de puff consecutivos, donderedno era de mayor amplitud que los
siguientes. Se calcularon los perfiles temporales de iick@ths: partir de los cuales se estimo el
tiempo entre eventos en aproximadamente 3.5 s, valor ¢entdscon estimaciones previas de
la literatura [Daniel Fraiman et al., 2006; Marchant et B299]. También se observaron en un
mismo registro, sitios de liberacion que ante el mismomadt) UV se comportaban en for-
ma independiente entre si, activandose en momentos relamonados. Se mostraron también

ejemplos de eventos de liberacion de*" mas globales, en donde varios sitios se encuentran
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involucrados, activandose practicamente al mismo t@gnjiberandoCa?>" durante mas tiem-
po. La escala temporal del decaimiento de la concentraitgafic>" observada es consistente
con lo reportado previamente en la literatura [Dargan amkePa2003]. Se mostrd también la
generacion de una tipica ondade** en donde se observa que al activarse un sitio, €hird

al citosol y al difundir va induciendo la activacion de a#tide liberacion vecinos. Se midio la
velocidad de la onda, dando como resultado £18) xm/s, valor que se encuentra dentro del
rango de valores esperados [Marchant et al., 1999]. Logedifes eventos de liberacion de**
observados y las estimaciones cuantitativas inferidasta ga ellos estan en total acuerdo con
observaciones previas de sefialegdé" mediadas por IR Estos resultados indican que el sis-
tema fotoliza eficazmente elJnjaulado, previamente microinyectado en las célulasymite

adquirir simultaneamente imagenes confocales de fedesévocadas.

Los primeros experimentos de sefales aca descriptosantaamueva informacion sino que
sirven para comprobar que tanto la modificacion introdu@d el microscopio como el trata-
miento de los ovocitos han sido implementados exitosam&hteV1000 posee una serie de
caracteristicas que permiten imaginar una enorme vatiée@auevos experimentos. En particu-
lar, basado en su multi-espectralidad propusimos obssimalttaneamente la dinamica espacio-
temporal del calcio luminal y la del citosolico duranteale’s mediadas por receptores dg IP
utilizando Fluo 5N y Rhod 2. El calcio luminal cumple un pafgidamental en las sefales en
musculos mediadas por receptores de rianodina, por logjasperable que algo similar ocurra
en aquéllas en las que intervienen los receptores de&IMien el Fluo 5N ha sido utilizado en
diversos tipos celulares para observar el calcio en eliantdel reticulo, que nosotros sepamos,
no existen antecedentes de su uso en ovocitos. Es por eselgued desarrollar un protocolo
para poder utilizarlo en este tipo de células. Los resatgmteliminares descriptos en esta Tesis
muestran que el Fluo 5N ingresa al lumen y da informacidlusk@mente sobre el calcio lumi-
nal. Las imagenes obtenidas usando Fluo 5N y el marcadetidelo, Dil, son un ejemplo, por
otro lado, del uso de las propiedades multi-espectralds\dH#00. Estos resultados preliminares
muestran que estamos en condiciones de observar sefigksidesimultaneamente en el lumen
del reticulo y en el citosol y ayudar asi a dilucidar el pajs calcio luminal sobre las sefales
mediadas por receptores dg.IP

PERSPECTIVAS

Los resultados de los experimentos de FCS en solucionesas;iempleando indicadores de
calcio, muestran la posibilidad de aplicar el modelo apmado de FCS aqui propuesto para el

estudio de la difusion del calcio en células vivas peentio inferir, entre otras cosas, el coefi-



131

ciente de difusion del calcio libre y parametros de intei@n con otras sustancias. Con este fin
se planea en el futuro préximo realizar experimentos egith®deXenopus laevimicroinyec-
tando diferentes concentraciones del indicador de caloialjerando la concentracion de calcio
basal mediante el uso de inhibidores de las bombas que remakegalcio citosolico (como por
ejemplo la tapsigargina). De este modo se espera podelferaribs coeficientes de transporte
in situ del calcio y de los indicadores fluorescentes que se sualg@aupara observar sefales

de calcio.

La exitosa modificacion del microscopio FV1000 y la implentaeion de nuevas técnicas
abre un gran abanico de posibilidades en el estudio deeseimtacelulares de calcio vivo.
Uno de los temas que la nueva técnica posibilita, es el iestlel efecto del calcio presente
en el lumen del reticulo sobre las sefiales. Con este finapeglrealizar en el futuro proximo
observaciones de sefiales en ovocitoXdropus laevipreviamente microinyectados corzIP
enjaulado, el indicador de calcio y quelantes de calcioraoos de baja afinidad (como el citrato
o el maleato). Estos quelantes anionicos deberian sepiwatados hacia el interior del reticulo
actuando como quelantes en el lumen de este reservoriot®medo esperamos poder estudiar
como el calcio luminal influye sobre la probabilidad de &p@r de los receptores y sobre el

desarrollo de las sefales, en particular sobre la finadinate las que permanecen localizadas.
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Apéendice

Coeficientes efectivos de difuén para la reaccbon Ca—Fluo 4-EGTA

Como se mostr6 en el Capitulo 4, el sistema de reacciiigidn que describe la dinamica,
cerca del equilibrio, del calcio en presencia de Fluo 4 y €T&€sta caracterizado por 5 ramas de
auto-valores, dos de ellas asociadas a la difusion lidrelde 4 y el EGTA. El tercer autovalor,
desarrollado a ordef(¢?), en el nUmero de onda, también describe un comportamiento difu-
sivo con coeficiente efectivd).;; dado por 4.17. Asociados a los otros 2 autovalores definimos
los coeficientes efectivog). s, y D. 3, como los factores que multiplicanga en su expansion
(ver Ecs. (4.15)—(4.16)). Usando programas de manipariadgebraica es relativamente sencillo
obtener expresiones analiticasidg, y D. ;. Sin embargo, son demasiado largas y por eso no
fueron incluidas explicitamente en el Capitulo 4. Ddsoros brevemente en este Apéndice los

pasos seguidos para obtenerlas.

Los autovalores de la matriz de la Ec. 4.13, que caractexigadlucion del problema linea-



134 Apéndice

lizado en el espacio de Fourier, son:

Yy 2713 1/3
o= —T (m +/m2 +4(-%2 + 3u)3) (A.3)
1 21/3(=%2% 4 3u) (Ad)
1/3 .
3 (m +/m2 +4(—32 + 3u)3)
> o1 1/3
Moo= =T c(l—ivE)2T (m +/m? o+ A(—2 3u)3) + (A.5)
1 (1 +iv/3)2/3(=%2 + 3u) (A6)
A 1/3 )
0 (m +/m? 4+ 4(-X2% + 3u)3)
s = M (A7)
(A.8)

donde:

Y = atap+l4ct+ep+kp+q (1+Dpa+ Dp)

u = ¢"(Dg+ Dps+ DpDpy) +
@[(Dps +1)(cg +kg) + (Dg +1)(1 +¢) + (Dpy + Dg)(a+ ag)] +
+a(cg + kg) + (1 4+ ¢)(ap + cg + kg)

m = a+bq +caq +did°

ay = 204a+e)P —2kg(1+a+ce)’ +3kp(14+ap+ce)(l+a+c)+
+3kr(14+a+c)(14+ag+cg)? —9aap ke [(1+a+c)+kp(l+ag +cp))

e es la unidad imaginaria. Si bien la notacion es complejausele probar que todos los auto-
valores son funciones realesgte No se dan las expresionesidec; y d, porgue no intervienen
en la definicion de los coeficientes efectivos. Expandidod@utovalores\s, A\, y A5 a orden
O(¢?) y haciendo la identificacion introducida en (4.14)—(4.46)llega a la expresion (4.17)
paraD.;. Para calcular numéricamente los valoresvde y v.s3 se especializan et = 0
las expansiones dg, y \; obtenidas. Para determinar los valofes, y D.r; se calculan las
diferencias\y — v.r2 Y A5 — .3 Usando las expansiones a ordefy*) de los autovalores y se
las especializa eqf = 1.
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