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Resumen

El control de la proliferacién y la diferenciacion celular es de gran interés no solo para com-
prender los procesos del desarrollo, sino también para dilucidar mecanismos involucrados en
patologias como el cancer. En los insectos el oxigeno llega a los diversos tejidos a través de
las traqueolas del sistema respiratorio. Durante el desarrollo, el cerebro larval de Drosophila
melanogaster se encuentra altamente traqueolado en las zonas donde residen las neuronas
diferenciadas. Sin embargo, lo opuesto ocurre en los l6bulos épticos que son zonas con
alta tasa proliferativa. Dado que éstos no presentan caracteristicas de activacion de la via
candnica de respuesta a la hipoxia HIF/Sima, planteamos la hipétesis de que la guanilato
ciclasa soluble atipica (asGC) actia como un sensor de oxigeno molecular en la zona de
proliferacién del cerebro, elevando los niveles de guanosin monofosfato ciclico (GMPc) en
condiciones de hipoxia. Con el fin de investigar esa posibilidad, decidimos generar una cepa
transgénica de Drosophila melanogaster y células Schneider-2 que expresaran un biosensor
de GMPc. Logramos generar cepas estables tanto de células como de moscas transgéni-
cas que expresan el biosensor de GMPc CUTie2, basado en el sistema de Transferencia de
Energia por Resonancia de Forster (FRET) para realizar ensayos ez wvivo e in vitro. Los
ensayos mostraron la presencia y localizacién subcelular de los fluoréforos que componen el
biosensor por microscopia confocal, fluorimetria y citometria de flujo. También analizamos
el funcionamiento in wvitro del mismo luego del agregado de GMPc, pudiendo observar un
aumento de la fluorescencia del aceptor. También demostramos que es posible dirigir la expre-
sion del biosensor a tipos especificos de células o tejidos, por medio del sistema UAS-GALA4.
En conclusion, generamos el primer organismo multicelular transgénico con la construccién
del biosensor CUTie2, y logramos demostrar su funcionamiento in vitro y ex vivo tanto en
células disgregadas como en cerebros larvales de Drosophila melanogaster. Esta mosca per-
mitird a futuro hacer estudios sobre los niveles de GMPc, en cualquier tipo celular al que

sea dirigido, y realizar ensayos in vivo en larvas o moscas.



Abstract

The control of cell proliferation and differentiation is of great interest not only to understand
developmental processes, but also to elucidate mechanisms involved in pathologies such as
cancer. In insects, oxygen reaches the various tissues through the tracheoles of the respi-
ratory system. During development the larval brain of Drosophila melanogaster is highly
tracheolated in the areas where differentiated neurons reside. However, the opposite occurs
in the optic lobes where there is a high rate of proliferation. Given that the optic lobes
do not present the activation landmarks of the canonical HIF /Sima pathway in response to
hypoxia, we hypothesize that an alternative oxygen sensor is active in the brain. Our hy-
pothesis is that atypical soluble guanylate cyclase (asGC) acts as a molecular oxygen sensor
in the proliferative zone of the brain, raising the levels of cyclic guanosine monophosphate
(¢cGMP) under hypoxic conditions. Therefore, we decided to generate a transgenic strains of
Schneider cells and Drosophila melanogaster flies that expresses a cGMP biosensor CUTie2,
based on Forster Resonance Energy Transfer (FRET) and carried out tests ex vivo and in
vitro. We demonstrated the presence and subcellular localization of the fluorophores that
make up the biosensor by confocal microscopy, fluorometry and flow cytometry. We also
analyzed its performance in vitro after the addition of cGMP, observing an increase in the
fluorescence of the acceptor. We carried out several crosses to direct the expression of the
biosensor to different cell types through the UAS-GAL4 system, demonstrating the function-
ing of this system in the constructed strain. In conclusion, we generated the first transgenic
organism with the construction of the CUTie2 biosensor, which was non-lethal for the fly
and were able to demonstrate its operation in vitro and ex vivo both in disaggregated brain
cells and in larval brains of Drosophila melanogaster. This fly stock will allow in the future
to carry out studies on the levels of cGMP, in any cell type to which it is directed, and to

carry out tests in vivo in larvae or flies.



1. INTRODUCCION

1.1 Importancia del oxigeno como regulador metabdlico

El oxigeno es un metabolito esencial para la mayoria de los seres vivos. Es un agente
altamente oxidante y tiende a producir la oxidacion de otras moléculas, generando especies
reactivas de oxigeno (ROS por sus siglas en inglés). Se trata de iones de Oy y moléculas, que
poseen un electrén libre que los vuelve muy reactivos (Catling et al., 2005,Koch and Britton,
2007, 2008). Estas moléculas juegan papeles importantes tanto en la fisiologia como en la

fisiopatologia de la vida aerébica (Li and Trush, 2016).

Las ROS y los agentes antioxidantes también funcionan como moléculas de senalizacién
cruciales en la respuesta al estrés oxidativo. Bajo algunas condiciones patoldgicas tales
como lesion cerebral traumatica, dano por isquemia y reperfusiéon, e hipoxia en el tumor, la
acumulacion relativa de ROS, podria romper la homeostasis celular, dando como resultado
estrés oxidativo y disfuncién mitocondrial. El estrés oxidativo también puede promover la
autofagia, que a su vez puede contribuir a reducir los danos oxidativos al fagocitar y degradar

la sustancia oxidada (Li et al., 2015).

La concentracion del oxigeno en la atmosfera resulta toxica para las células. En 1952, Shooter
y Gey, analizando cultivos celulares, observaron que el nivel de oxigeno ambiental era toxico
para las células (Shooter and Gey, 1952). Posteriormente, otro grupo realizé ensayos en
cultivos de embriones y observo que los tejidos mostraban una tension de oxigeno mucho
menor (Mitchell and Yochim, 1968). Los organismos debieron evolucionar sistemas que per-
mitieran la regulacién de la concentracion interna del transporte, dosificacién y concentracion

del oxigeno (Zinchuk and Borisiuk, 1999).

Diversos estudios han demostrado que el cerebro es de los érganos con mayor actividad
metabdlica de todo el organismo, lo que lleva a un mayor consumo de Oy por parte de éste

y por ende un mayor metabolismo del adenosin trifosfato (ATP; Hoge and Pike, 2001). Se



observo que el flujo sanguineo cerebral aumentaba localmente més de un 50% durante una
estimulacién intensa (Fox y Raichle, 1984, 1986; Fox et al., 1986, Posner et al.,1988) y que
esto podria ser el resultado de cambios en el consumo metabdlico cerebral de oxigeno (Hoge

and Pike, 2001).



1.2 Rol de la hipoxia en el desarrollo y diferenciacién neural

Durante el desarrollo se producen en el organismo nichos hipdxicos donde residen las células
madre, se regula la diferenciacién celular y se produce la estimulacién de varios factores in-
ducibles por hipoxia (Simon and Keith, 2008). Estos nichos son compartimientos anatémicos
que contienen componentes celulares y acelulares que integran senales sistémicas y locales
que regulan la biologia de las células madre (Jones and Wagers, 2008; Li and Xie, 2005;
Scadden, 2006; Yin and Li, 2006). Este microambiente estd compuesto por células, vasos
sanguineos, glicoproteinas de matriz y el espacio tridimensional que se forma a partir de
ellas (Scadden, 2006). Por medio de la manipulacién experimental de los niveles de Oq se
demostré que las tensiones mas bajas influyen positivamente en la biologia de las células

madre (Eliasson y Jonsson, 2010; Panchision, 2009; Silvan et al., 2009).

Las células madre neurales (NSC) forman parte de la cascada de eventos de la neurogénesis
tanto embrionaria como adulta, su actividad y destino estan estrictamente regulados por su
entorno o nicho local (Engler et al., 2018). Varios estudios han demostrado que los niveles de
O4 pueden influir en estos nichos, promoviendo el desarrollo y diferenciaciéon a determinados

tipos celulares o inhibiendo otros (Simon and Keith, 2008).

En tejidos adultos existen diferentes niveles en la tension de oxigeno que difieren en gran
medida de la tensién de oxigeno ambiental inhalado, que ronda el 21% (160mm Hg) (Figura
1) (Mohyeldin et al., 2010). Hay diversos procesos que regulan la homeostasis del O, en el
organismo, ya que las condiciones fisioldgicas de normoxia para las células es de 2 a 9% de
Oy (14,4 a 64,8mm Hg) mientras que en los nichos hipéxicos ronda el 1% de Oy (7,2mm Hg)
(Simon and Keith, 2008).



Figura 1: Concentraciéon de oxigeno en diversos nichos de células madre:
Modelo esquemdtico que muestra la tension de oxigeno para las células madre hematopoyéti-
cas, mesenquimales y neurales en sus respectivos nichos: la médula osea, el tejido adiposo y

la zona subventricular del cerebro, respectivamente (Ezxtraido de Mohyeldin et al., 2010).

Existen varios mecanismos que regulan los niveles de oxigeno en el organismo. Sin embargo,
el mecanismo molecular para la percepcion de oxigeno mas estudiado es el que se basa
en el factor inducible por hipoxia (HIF) (Semenza, 2012), un heterodimero formado por
las proteinas HIF1-a y HIF1-5. Se ha demostrado que la sobreexpresion de HIF1-a en
embriones transgénicos resulta en letalidad embrionaria, mientras que la sobreexpresion de
HIF1-p3 prolonga significativamente el tiempo de recuperacion de la mosca tras ser sometida
a un estupor anéxico de 5 minutos (Ma and Haddad, 1999) provocando un aumento de su
actividad transcripcional a medida que disminuye la concentracién celular de Oy (Semenza,

2012).

En los mamiferos, la embriogénesis esta altamente influenciada por el gradiente de oxigeno.
Esto se evidencio al medir las tensiones de oxigeno en los tejidos endometriales y trofoblas-

ticos durante el embarazo temprano (Mitchell y Yochim, 1968; Rodesch et al., 1992).
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In wvitro, la hipoxia puede promover un estado indiferenciado en las células madre de la
cresta neural y las células madre neurales (Morrison et al., 2000). También se han realizado
observaciones sobre una mejora en la supervivencia y proliferacién de NSC en condiciones
de hipoxia leve (Chen et al., 2007; Morrison et al., 2000; Pistollato et al., 2007; Studer et
al., 2000).

En otros ensayos sobre neurogénesis se determiné la importancia de Notch como factor de
diferenciacion celular, siendo éste quien produce la inhibicién de la diferenciacion de células
precursoras neuronales, hematopoyéticas y miogénicas (de la Pompa et al., 1997), influyendo
sobre células adyacentes que expresan su receptor Delta. A su vez, también se demostrd una
correlacion entre los niveles de O y la expresion de Notch, activando la expresion rio abajo
y bloqueando la diferenciacién neuronal y miogénica, debido a la interaccion de HIF1-a con

Notch (Gustafsson et al., 2005).

Los niveles de hipoxia también controlan los niveles del regulador Wnt tanto en Drosophila
melanogaster como en mamiferos. La union de HIF-« con la S-catenina provoca la detencion

del ciclo celular, lo que inhibe la actividad transcripcional (Kaidi et al., 2007).
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1.3 Respuesta a hipoxia en el 16bulo 6ptico

Durante el desarrollo embrionario de Drosophila melanogaster el cerebro se forma en pocas
horas, permitiendo que la larva eclosione con un cerebro funcional. Sin embargo, en los
siguientes dias de desarrollo larval, éste sigue teniendo grandes poblaciones de células prolif-
erantes. La parte del cerebro larvario donde residen las neuronas diferenciadas se denomina
cerebro central. A cada lado del mismo existe una gran regién proliferativa llamada l6bulo
6ptico (OL, optic lobe). El OL se origina a partir de un neuroepitelio (NE), cuya gran activi-
dad mitética explica el rdpido crecimiento del cerebro larvario (Hofbauer y Campos-Ortega,
1990). El NE prolifera por divisiones simétricas de las células neuroepiteliales hasta que se
diferencian en neuroblastos (NB). Estos se dividen de manera asimétrica produciendo cada
vez un NB y una célula madre ganglionar que se divide una sola vez simétricamente (Hofbauer
y Campos-Ortega, 1990; Egger et al., 2007, 2008). Posteriormente, durante la metamorfo-
sis, estas células comenzaran su diferenciacion terminal (glial o neuronal) simultdneamente

(Melnattur and Lee, 2011; Ngo et al., 2017).

Nuestro equipo de investigaciéon observo que en la larva, a diferencia del cerebro central
que recibe una gran cantidad de traqueolas tal como es de esperarse en un tejido con alto
metabolismo, el OL recibe muy pocas traqueolas (Misra et al., 2017). Esta relativa escasez
de tubos respiratorios sugeria que el OL podria ser hipdxico en relacion al cerebro central.
Sin embargo, se observé que el OL no exhibe ninguno de los tres sintomas clave de activacién
de la via tradicional de HIF /Sima: acumulacién nuclear de HIF /Sima, expresion de lactato

deshidrogenasa y crecimiento traqueolar (Misra et al., 2017; Baccino-Calace et al., 2020).
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1.4 Sistema traqueolar

Como en todos los insectos, el sistema respiratorio de Drosophila melanogaster es una red
tubular que se encarga de suministrar oxigeno a tejidos internos por difusion a lo largo de
grandes tubos (traqueas) que se subdividen hasta formar capilares (traqueolas) donde ocurre
el intercambio de gases (Uv et al., 2003). Jarecki y sus colegas han demostrado que en la larva
de Drosophila el crecimiento de las traqueolas estd guiado por una senial local (secrecién de
la proteina Branchless) emitida desde células que se encuentran privadas de Os y que atrae
traqueolas, que por su parte expresan Breathless, que funciona como receptor de Branchless

(Sutherland et al., 1996; Jarecki et al., 1999).

Estudios realizados sobre Bnl, que es un homologo del factor de crecimiento de fibroblastos,
y sobre su receptor Btl, demostraron que la expresion erréonea de Bnl da como resultado un

defecto traqueolar que provoca la muerte de las larvas (Stahl et al., 2007).

13



Figura 2: La traqueogénesis durante el desarrollo de Drosophila melanogaster
es regulada por niveles locales de Os y la interaccion entre el receptor Breath-
less, expresado en las traqueolas y su ligando Branchless, secretado por células
con falta de oxigeno.

A) Las células en magenta son células donde bajos niveles de Oy inducen la expresion de
Branchless; B) Respuesta del sistema traqueal ante la deteccion de senal celular por falta de

O,, produciendo la extension de ramas traqueolares. (Adaptado de (Jarecki et al., 1999))
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1.5 La guanilato ciclasa soluble atipica como sensor molecular de

O,

La respuesta tradicional a la hipoxia incluye acumulacion nuclear de HIF/Sima, sobreex-
presién de lactato deshidrogenasa y crecimiento de traqueolas. (Lavista-Llanos et al., 2002;

Centanin et al., 2008).

Resultados previos de nuestro grupo de trabajo demostraron que durante el desarrollo larval
en el lobulo 6ptico no estan presentes estas caracteristicas tipicas de la respuesta tradicional a
la hipoxia asociadas a la via asociadas a la via HIF /Sima. Solo unas pocas células acumulan
Sima en su ntcleo, no existe expresion preponderante de lactato deshidrogenasa ni se detecta
aumento de la traqueolacién (Baccino-Calace et al., 2020). Esto sugiere la existencia de una

via alternativa en el cerebro en desarrollo.

Se ha demostrado tanto para Drosophila melanogaster como para otros invertebrados como
Anopheles gambiae, Manduca sexta y Caenorhabditis elegans, que mediante la unién a un
grupo hemo, las subunidades de guanilato ciclasa soluble atipica (asGC) funcionan como
un sensor molecular de oxigeno por eso su denominacion de atipica, ya que las guanilato
siclasas sensan comunes NO (Morton, 2004). La activacion de la asGC produce un aumento
de GMPc de hasta 50 veces més que en células incubadas en ausencia de oxigeno frente a

concentraciones atmosféricas normales (Morton & Vermehren, 2007).

Un primer estudio del patrén de expresion espacial de las asGC basado en hibridacion in situ,
indicé su expresion en el cerebro larvario (Langlais et al., 2004). Cuando se usé densitometria
para reanalizar esos resultados, se revel6 un patrén de enriquecimiento de mRNA en el 16bulo
éptico con respecto al cerebro central (Prieto, datos no publicados). Este hallazgo sugiri6
que las asGC podrian actuar en la percepciéon del oxigeno dentro de las zonas proliferativas

del cerebro de D. melanogaster.
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1.6 Biosensor de GMPc

Dados estos antecedentes y la importancia de estudiar la via de respuesta a la hipoxia en el

OL, es que encontramos importante la utilizacién de un biosensor de GMPc.

El biosensor de GMPc utilizado en la presente tesis fue desarrollado por el grupo del Dr. Ser-
gio Pantano en el Laboratorio de Simulaciones Biomoleculares del Institut Pasteur de Mon-
tevideo. Este sensor, denominado CUTie2, se basa en el sistema de Transferencia de Energia
por Resonancia de Forster (FRET). FRET es un fenémeno basado en la transferencia de
energia entre dos fluoréforos, en este caso el fluoréforo aceptor es la YFP y el fluoréforo dador
es la CFP. Una vez excitado el fluoréforo donante, le transfiere energia a un fluoréforo acep-
tor a través del acoplamiento por resonancia. La eficiencia de esta transferencia de energia
depende en gran medida de la distancia entre los fluoréforos, asi como de la superposicion
de los espectros de emision y excitacion de los fluor6foros donantes y aceptores (Deal et al.,
2020). El biosensor CUTie2 contiene un sitio de unién de la proteina quinasa GI (PKGI)
en una region desplegada que funciona como linker y mantiene apartados los dos fluoréforos
a una distancia que no permite el efecto FRET. Al unirse al ligando (GMPc) el linker ex-
perimenta un cambio alostérico que permite el acercamiento de los moédulos fluorescentes
permitiendo la transferencia de energia por resonancia. Asi, el sensor CUTie2 es altamente

especifico y sensible al GMPc en ensayos in vitro (Klein et al., 2021).

La caracterizacion bioquimica del biosensor CUTie2 mostré que el médulo de unién a GMPc
mantiene practicamente la misma afinidad y selectividad por su ligando que la proteina de
longitud completa. La arquitectura del biosensor esta integrada por un par de fluoréforos
adecuados para FRET y su vinculacién a dominios convenientes del médulo detector (Figura

3) La secuencia y mapa de biosensor se encuentran en el ANEXO II.
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Figura 3: Representacion esquemdtica del biosensor CUTie2.
El extremo N-terminal permanece libre para poder realizar construcciones de fusion con do-
minios de direccionamiento. En la parte inferior se muestran las ecuaciones y factores

geométricos utilizados para calcular la senal de FRET (Extraido de Klein et al., 2021).
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Figura 4: Espectro de absorsion y emision de CFP e YFP.
Se observa en celeste punteado el espectro de absorsion de CFP y en pintado celeste el espectro
de emision de CFP. En verde punteado el espectro de absorsion de YFP y en pintado verde

el espectro de emision de YFP.

Estudios previos demostraron que en células de mamiferos la produccién de GMPc es regu-
lada por la unién del 6xido nitrico (NO) a las guanilato ciclasas solubles (tipicas), mientras
que su degradacion esta estrictamente controlada por ocho de las once isoformas de fosfodi-

esterasas presentes (Friebe et al., 2020).

Ensayos in vitro mostraron que el sensor CUTie2 desarrollado in silico mantiene una afinidad
casi nativa (EC 50 = 27nM) y una selectividad de més de dos 6rdenes de magnitud para

GMPc frente a AMPc, alcanzando un cambio méaximo de FRET del 26% (Klein et al., 2021).

Dados los resultados prometedores de los ensayos in witro realizados sobre este biosensor
(Klein et al., 2021), y nuestro interés en determinar si la asGC tiene un rol en la re-
spuesta a hipoxia en el I6bulo 6ptico durante el desarrollo del cerebro larvario de Drosophila
melanogaster, via que tiene como segundo mensajero el GMPc, decidimos generar moscas
transgénicas que expresen este biosensor. Esto se convirtié en el objetivo principal de esta

tesis de maestria.

La emergencia sanitaria provocada por la pandemia de COVID-19, que coincidié con

el inicio de esta tesis y la consecuente demora en la instalacién del microscopio de dos

18



fotones, nos obligd a cancelar el objetivo del proyecto original que proponia ensayos de
medicion de GMPc in vivo en larvas transgénicas frente a distintas concentraciones de
O,. Complementariamente, introdujimos un nuevo objetivo, menos ambicioso, consistente
en la generacién de una linea estable de células Schneider-2 (S2) de D. melanogaster que

contuviera y expresara el biosensor de GMPc CUTie2 para la realizacién de ensayos in vitro.
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1 HIPOTESIS

La guanilato ciclasa soluble atipica (asGC) actiia como un sensor de oxigeno molecular en la
zona proliferativa del cerebro, elevando los niveles de guanosin monofosfato ciclico (GMPc)

en condiciones de hipoxia.

2.2 OBJETIVOS

En el presente trabajo nos propusimos como objetivo principal, generar una cepa trans-
génica de moscas Drosophila melanogaster que expresen el biosensor de GMPc y realizar

una caracterizacién preliminar de su funcionamiento in vitro y ex vivo.

Especificamente nos propusimos llevar a cabo los siguientes objetivos:

1. Realizacién de las construcciones moleculares necesarias para la generacion de la cepa
transgénica de Drosophila melanogaster.

2. Generacion de una linea estable de células S2 de Drosophila melanogaster que contenga
y exprese el biosensor de GMPc, permitiendo el analisis in vitro del funcionamiento
del biosensor.

3. Generacion de una cepa transgénica de Drosophila melanogaster conteniendo y expre-
sando la construccion del biosensor de GMPc CUTie2.

4. Caracterizacion in vitro y ex vivo del biosensor de GMPec.
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3. MATERIALES Y METODOS

El inicio de esta tesis, que conlleva los ensayos referidos a las construcciones génicas tanto
para generar las moscas transgénicas UAS-CUTie2 y la linea celular S2 CUTie2, y todos
los ensayos relacionados con dicha linea celular, los llevé a cabo durante mi pasantia en el
Institut Pasteur de Montevideo bajo la tutoria de la Dra. Cecilia Abreu, quién me ensend y

capacitod para culminar esta primera parte de mi tesis.

3.1 Clonado sin restriccién (Restriction-free cloning)

Para cumplir el primer objetivo especifico, elegimos el método de clonado sin restriccién
(RF-cloning), que permite la insercién de la secuencia de interés en el plasmido necesario de
manera simple, sin necesidad de usar enzimas de restriccién (van den Ent and Lowe, 2006)

(Figura 5).

La técnica consta de la amplificacién del fragmento de interés durante una primer ronda de
PCR lineal generando el mega-cebador necesario para la segunda ronda de PCR sobre el
plasmido de destino. Se disenan los cebadores para que una parte hibride con el fragmento
de interés y otra parte lo haga con el vector de destino. Las ventajas de esta técnica son:
insertar genes completos sin la introduccion de residuos no deseados, ausencia de alteraciones

en la proteina final y sencillo disefio de los cebadores (van den Ent and Lowe, 2006).

Con este método realicé dos construcciones, una para generar la linea estable de célu-
las S2 conteniendo el biosensor y otra para la generacion de la mosca transgénica conte-
niendo el biosensor bajo el control de un elemento UAS. Las secuencias de los cebadores
y mega-cebadores se encuentran disponibles en mi repositorio de GitHub (https://github.

com/AnaClGonzalez).
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Figura 5: Diagrama de flujo de trabajo de la técnica de clonado sin restriccion.
Se detallan los pasos que componen el sistema de clonado sin restriccion utilizado. 1) Diseno

de cebadores necesarios para amplificar el fragmento de interés y generar el mega-cebador;
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2) Primer ronda de PCR con amplificacion lineal para generar el mega-cebador; 3) Sequnda
ronda de PCR para amplificar el fragmento de interés en el plismido de destino; 4) In-

cubacion con Dpnl para eliminar el vector parental metilado.

3.1.1 Generacion de cebadores para generar la linea de células S2 CUTie2

Para la primera reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) generé los cebadores
“pMT_GMPc_ Fw” y “pMT_GMPc_ Rv” cuya secuencia se encuentra en el anexo
(ANEXO I). En el caso del cebador Reverse anadi un codén stop al final de la secuencia
del biosensor y un sitio de corte con la enzima Xhol. En el caso del Forward anadi un
sitio de corte para la enzima FcoRI como precaucién, porque en caso de que la técnica no
funcionara, esto me permitiria hacer un clonado por corte y ligacién. Una caracteristica
particular de estos cebadores es que tienen en su secuencia un sitio que hibrida en el
biosensor, y otro que es capaz de aparearse con el vector en el cual se va a insertar luego la

secuencia para generar el mega-cebador necesario para la segunda PCR.

3.1.2 Generacion de cebadores para generar la mosca transgénica

En este caso generé los cebadores “pUASTattB__ GMPc_ Fw” y “pUASTattB_ GMPc_ Rv”,
cuyas secuencias se encuentran en Anexo (ANEXO I). El elemento UAS es una secuencia de
ADN de levadura que permite activar la expresion del transgén en presencia del factor de
transcripcién GAL4 (ver seccién 3.3.3). Aqui no anadi secuencias de corte con enzimas de
restriccion, pero si agregué el codon stop al final de la secuencia del biosensor en el cebador

reverso.

3.1.3 PCR para el clonado sin restriccion

En la primera etapa de PCR utilicé el vector pcDNA 3.1 GMPc YC (Klein et al., 2021)
para la construccién de la linea S2 y el vector pUAST para la construccion de la mosca

transgénica. En ambos casos utilicé los vectores en una concentracion final de 50mg/ml.
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El vector pUAST contiene la secuencia de levadura Upstream Activating Sequence (UAS), que
permite activar la transcripcion del transgén selectivamente por interaccién con la proteina
GAL4 (Ver Seccién 3.3.3). El vector contiene el gen miniWhite (mW) para la seleccion
positiva de las moscas transgénicas, la secuencia correspondiente a la cola de poli-A para la
proteina de interés y también la secuencia loxP, para su recombinaciéon en la mosca. A su
vez, contiene resistencia a ampicilina, los origenes de replicacién necesarios para su expresion

y seleccién negativa en bacterias.

Para la reaccién de PCR utilicé la enzima Phusion DNA Pol que tiene actividad exonucleasa
y su correspondiente bifer (TermoFisher™), los cebadores citados en el apartado anterior
y el vector conteniendo el fragmento de interés. Esta PCR contd con un ciclo inicial de 1
minuto a 98°C, seguido por 35 ciclos de 10 segundos a 98°C, 30 segundos a 58°C y 2 minutos

a 72°C, para finalizar anadi 5 minutos de elongacién adicional.

Corri el producto de la PCR en un gel de agarosa 1% con el agregado de bromuro de etidio y
luego purifiqué la banda correspondiente al producto de interés (2000 pares de bases en ambos
casos) con PureLink™ PCR Purification Kit (Invitrogen™), obteniendo una concentracién
de 15,5ng/ul en el caso del mega-cebador para el vector pMT y de 15ng/ul en el caso del
vector pUASTattB. Ambas concentraciones fueron evaluadas por espectrofotometria en gota

(nanodrop).

En una segunda PCR utilicé el mega-cebador generado, y como molde utilicé el plasmido
pMT a una concentracién final de 60ng/ul; para el caso del vector pUASTattB utilicé una
concentracion final de 53,3ng/ul, y el mega-cebador generado para este vector. En esta PCR
utilicé un ciclo inicial de 3 minutos a 98°C, seguido por 35 ciclos de 30 segundos a 98°C, 30

segundos a 61°C y 6 minutos a 72°C, para finalizar anadi 10 minutos de elongacién adicional.

En una siguiente etapa generé un nuevo preparado con 10ul del producto de esta segunda
PCR, bufer Dpnl y la enzima Dpnl. Realicé un ciclo de 90 minutos a 37°C y 20 minutos
a 80°C para inactivar la enzima. Este paso es necesario para digerir el plasmido parental

metilado.
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3.1.4 Transformacién de bacterias Escherichia coli quimiocompetentes

Con el producto de la digestiéon con Dpnl transformé una cepa de E. coli quimiocompetentes
preparadas con protocolo T'SS (Chung et al., 1989). Utilicé 50ul de la cepa y aniadi 5ul del

producto de la etapa anterior para cada vector.

Para la transformacién utilicé un protocolo tradicional, incubando en hielo 20 min luego del
agregado de la mezcla de digestion, seguido de un choque térmico de 90 segundos a 42°C
seguido inmediatamente por incubacion en hielo por 2 minutos, posteriormente agregué 700ul
de medio LB y dejé en estufa con agitacion por una hora, luego plaqué las bacterias en medio
LB con ampicilina a una concentraciéon de 0,1mg/ml. Utilicé dos placas, sembrando 200ul
en una y el resto de la transformacién en otra, para evitar que se desarrollaran demasiadas

colonias en caso de que la transformacion tuviera alta eficiencia.

3.1.5 Controles

Como control del paso de digestiéon con Dpnl aniadi al ciclo un tubo con el mismo preparado,
pero en vez del producto de la segunda PCR agregué como molde 10ul del vector pMT
sin el biosensor. Posteriormente también transformé E. coli quimiocompetentes con este
preparado control, con el cual no debia obtener colonias (control de digestién del pldsmido

utilizado como molde).

3.1.6 PCR de colonias

Para seleccionar las colonias positivas realicé una PCR de colonias utilizando 10 de cada
transformacion. En el preparado agregué bifer de Taq Polimerasa, MgCly, dNTPs, Taq
Polimerasa y como cebadores utilicé los de la primer PCR del clonado libre de restriccion

correspondientes a cada construccion.

El ciclo de PCR utilizado fue de 10 minutos iniciales a 94°C, seguido por 33 ciclos de 10
segundos a 94°C, 30 segundos a 58°C y 2 minutos a 72°C, seguido por una extensién adicional
de 15 minutos a 72°C. Dejé crecer una colonia positiva de cada construccién en 10ml de medio

LB liquido con ampicilina 0,1mg/ml a 37°C en agitacién overnight. Una parte se guardo a
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-80°C y con el resto realicé una midiprep con el kit PureLink™ HiPure Plasmid Midiprep
Kit (Invitrogen™). Luego cuantifiqué midiendo la absorbancia 260nm en nanodrop (DeNovix
DS-11), obteniendo una concentracion de 871,5ng/ul para la construccion pMT__GMPc_YC
y 412ng/pul para la construcciéon pUASTattB_ GMPc_ YC.
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3.2 Linea celular S2 CUTie2

Para la transfeccién de las células S2 utilicé el vector pCoPURQ, que contiene el gen que
confiere resistencia al antibiético puromicina (Iwaki et al., 2003) y permite la seleccién de
células positivas. Co-transfecté con el vector pMT conteniendo la secuencia del biosensor de

GMPec. Los detalles de ambos vectores estan en el anexo II.

El vector pMT utilizado contiene la senal BiP de translocacién al reticulo endoplasmico, un
promotor de metalotioneina (MT) inducible por metales, la sefial de poli-A para la proteina
de interés ademas de los tags V5 y 6xHis. También contiene resistencia a ampicilina para su

clonado en bacterias, el origen de replicaciéon y un sitio de multiple clonado (SMC).

3.2.1 Medio de cultivo

Las células S2 son usadas para la expresion de proteinas y provienen de células aisladas
de embriones de Drosophila (Schneider, 1972). Para su mantenimiento utilicé el medio
Schneider (Echalier, 1997) de ThermoFisher™ suplementado con 10% de suero fetal bovino
(SFB). Como estas células provienen de un insecto, se incuban a 28°C, para lo que utilicé

una estufa de Thermo Scientific™.

3.2.2 Transfeccién transitoria de células S2

Una vez descongeladas las mantuve en estufa a 25°C hasta que llegaran a una concentracién
de 5x10° células/ml para poder transfectarlas con el sistema de lipofeccién Effectene (Qia-

gen), que utiliza lipidos no liposomales para la transfeccién de ADN.

Para la co-transfeccién utilicé el vector pCo-PURO a una concentracién final de 0,1ug/ul
y el vector pMT _GMPc_YC a 2ug/ul. A la mezcla le agregué Effectene bufer e incubé 5
minutos a temperatura ambiente, luego agregué 20ul de Effectene Transfer Reagent y volvi
a incubar 15 minutos a temperatura ambiente. En cuanto a las células, retiré el medio
condicionado y lo guardé para utilizarlo después. Las resuspendi en 4ml de medio Schneider
y agregué 1ml de la mezcla de transfeccion, gota a gota sobre las células. Las incubé 1 dia

a 28°C en el medio con la mezcla. Al dia siguiente removi el medio de transfeccién, agregué
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4ml de medio nuevo més 1ml del medio guardado previo a la transfeccion y las volvi a colocar

en el mismo frasco.

3.2.3 Generacion de linea estable S2 CUTie2

Realicé una segunda co-transfeccion con el vector pCo-PURO con las mismas concentra-
ciones que usé para la expresion transitoria, utilizando el medio Schneider (Echalier, 1997)
suplementado con 10% de SFB y antibi6tico puromicina (Invitrogen) a una concentracion

final de 10ug/ml para seleccién de células transfectadas positivas.

3.2.4 Induccién de expresion del biosensor

Tanto para inducir la expresion transitoria del biosensor en las células S2 como en la linea
estable de S2 CUTie2 probé la induccién con dos metales, cadmio o cobre, a unas concen-
traciones finales de 10mM y 0,5mM de sus respectivas sales, para ver con cual respondia

mejor.

3.2.5 Clasificacién celular activada por fluorescencia

Debido a que la eficiencia en la transformacion fue baja tuvimos pocas células positivas, por
lo que decidimos realizar la clasificacion celular activada por fluorescencia (cell sorting) de
la linea estable de S2 CUTie2 con la asistencia de una técnica especializada, utilizando el
citébmetro de flujo BD FACSAria™ Fusion (BD Biosciences) del Institut Pasteur de Monte-
video. Para ello induje las células con CdCly, que fue la sal de metal que mostré mejores
resultados, y a las 48hs se sometieron a la clasificacion celular para enriquecer la poblacién

en células positivas.
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3.3 Generacion de cepas transgénicas de Drosophila melanogaster

3.3.1 Obtencion de las cepas UAS-CUTie2

Para el objetivo principal del presente proyecto generé dos cepas transgénicas de D.
melanogaster. Ambas expresan la misma construccién genética que permite expresar el
biosensor de GMPc (Klein et al., 2021) de modo tejido especifico por medio del sistema
UAS-GAL4, pero en distintos cromosomas: en el cromosoma II en una cepa y en el III en

la otra, con el fin de aumentar las posibilidades de uso en futuros experimentos.

Para conseguir esas cepas realicé las construcciones génicas en el vector pUAST (Bischof et
al., 2007) (ANEXO II) que contiene la secuencia UAS para el sistema UAS-GAL4, como
se detalla en el apartado 3.1.3, y también contiene el sitio loxP para utilizar el sistema
de integrasa Phi para su recombinacion especifica mediante sitios de reconocimiento attB
y attP. Esta construcciéon la enviamos a la empresa estadounidense BestGene Inc. En esa
empresa, usando técnicas estandar, nuestro plasmido fue inyectado en embriones de moscas
con mutaciéon en el gen white que provoca la caracteristica fenotipica de ojos blancos y es
revertida parcialmente por el gen miniWhite (mW) contenido en el vector construido durante

esta tesis (ver secci6n 3.1.3).

Una vez obtenidas las cepas transgénicas una con el sensor en el cromosoma II y otra con
el sensor en el cromosoma III, con nuestra construccion en heterocigosis y balanceada por
si el biosensor resultaba letal en homocigosis, prosegui a generar una cepa que contuviese
exclusivamente moscas homocigotas. Una ventaja que tiene la cepa heterocigota, es que
permite generar una construccion por cruzamiento, pudiendo ser seleccionada por ausencia
del cromosoma balanceador de los parentales. A partir de cruzamientos de los heterocigotas
generé las cepas de homocigotas para el biosensor en el cromosoma II (;UAS-CUTie2/ UAS-
CUTie2) y para el cromosoma II1 (;;UAS-CUTie2/ UAS-CUTie2), lo que no resulté letal

para las moscas.
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3.3.2 Mantenimiento de cepas de Drosophila melanogaster

Mantuve las cepas de moscas en condiciones estandar: en estufa himeda con ciclo
luz/oscuridad controlado 12h/12h a 25°C durante el tiempo que llevaron los experimentos,
cambiando las botellas o tubos cuando fue requerido y manteniendo las poblaciones a una

densidad baja para evitar que la sobrepoblacién causara falta de alimento en el recipiente.

Las cepas generadas en esta tesis se encuentran en el stock del Departamento de Biologia

del Neurodesarrollo, en estufa humeda con ciclo luz/oscuridad controlado 12h/12h a 19°C.

Para realizar cruzamientos elegi sexar las pupas bajo un microscopio estereoscépico (“lupa”)
WESO SM-300 SERIES con un aumento de 6,4x, humedeciendo las pupas con PBS para
mejorar la visibilidad de los rasgos fenotipicos buscados. Utilicé la misma lupa para carac-

terizar y separar los heterocigotas de los homocigotas.

3.3.3 Uso del sistema UAS-GAL4

Para poder dirigir la expresion del sensor a un tejido o tipo celular especifico utilicé el sistema
bipartito de expresion UAS-GAL4 de D. melanogaster (Brand y Perrimon, 1993; Caygill and
Brand, 2016). Con este sistema se puede obtener, por medio del cruce de moscas de dos
cepas transgénicas, la expresion de la proteina deseada (que en nuestro caso es el biosensor)
en un tejido especifico. Una de las dos cepas del cruce expresa la proteina de levadura GAL4
bajo el control otorgado por el promotor de mosca usado para construir la cepa GALA4.
Esta cepa actiia como driver. Por ejemplo, en una cepa GAL4 que use el promotor de un
gen que codifica tubulina, todas las células que normalmente expresan tubulina también
expresaran GAL4 mientras que en una cepa donde el GAL4 esté asociado a un promotor
del gen elav expresard la proteina GAL4 solamente en las neuronas. La proteina GAL4
funciona como activador de la expresién de secuencias codificantes asociadas al elemento
UAS (Upstream Activating Sequence). En nuestro caso, aquellas células que normalmente
expresen el “driver” (el GAL4), en la progenie del cruce expresaran también el biosensor,

porque en ellas el GAL4 activara la expresién del transgén que lo codifica.

Para hacer los cruzamientos para dirigir la expresion del biosensor a diferentes tejidos, utilicé
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las siguientes cepas disponibles en el laboratorio:

+ Cepa tubulina-GAL4: Dirige la expresion a todas las células (;ficP{w[+mC]=matalpha-
GAL-VP16}V37).

o Cepa insc-GAL4: Dirige la expresion a neuroblastos (Betschinger et al., 2006).

» Cepa elav -GAL4: Dirige la expresion a neuronas (;elav-GAL4/CyO; TM2/TM6B).
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3.4 Citometria de flujo

Los experimentos de citometria de flujo los hice en el Institut Pasteur de Montevideo, donde
recibi entrenamiento hasta ser usuaria independiente del equipo. Utilicé el citémetro Attunne
Nzt (Thermo Fisher Scientific) que tiene una configuracién de laseres y filtros adecuada para

los fluoréforos usados en este proyecto de posgrado.

3.4.1 Seleccién de filtros y laseres

Tanto para los ensayos con las células S2 como con los cerebros de D. melanogaster utilicé los
filtros BL1 para YFP (emisién: 530/30nm; excitacién: 488nm), VL1 para la CFP (emision:
440/50nm; excitacion: 405nm) y en el caso del FRET utilicé el VL2 (emisién: 512/25nm;
excitacion: 405nm) ya que necesitaba excitar con el laser para CFP y recolectar los datos
de la emisién de YFP. Por ltimo, para medir la viabilidad mediante la tinciéon nuclear con

verde de metilo utilicé el filtro RL1 (emisién: 670/14nm; excitacién: 637nm).

3.4.2 Preparacion de células S2

Para analizar las células transfectadas por citometria de flujo, induje la expresion del sensor

con CdCly 10mM a una concentracién celular de 4,75x10% /ml y las dejé en estufa a 28°C.

Para este experimento tomé una muestra de las células inducidas durante 48hs, a una con-
centracién de 4,2x10%/ml y una muestra a las 72hs con una concentracién de 4,6x10°/ml,

para comparar los tiempos de induccién y ver cual daba mejor resultado.

Las muestras fueron colocadas en tubos de 1,5ml y llevadas al citometro de flujo. Cinco
minutos antes del pasaje de cada muestra les anadi verde de metilo a una concentracion final

de 40uM (Prieto et al., 2014) como marcador de viabilidad.

Coseché las células en el momento previo al pasaje por el citbmetro para evitar aumentar la

muerte celular por el tiempo fuera de sus condiciones ideales de crecimiento.
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3.4.3 Preparacion de cerebros de larvas de estadio 3

Para los ensayos de citometria de flujo de células individuales a partir de disecciones de
cerebros de D. melanogaster utilicé el cruce con el driver insc-GAL4 (insc-GAL4 x UAS-

CUTie2) que dirige la expresion del biosensor a neuroblastos.

Por medio de microdiseccion, extraje cerebros de larvas estadio 3 de la progenie del cruce,
y de la cepa parental, como control negativo. Diseccioné 25 cerebros de cada genotipo, para

tener un nimero celular considerable, ya que los neuroblastos son células poco abundantes.

Para obtener las células individuales primero diseccioné los cerebros y luego hice 3 lavados
con PBS. A continuacion, incubé con colagenasa en bufer Rinaldini a una concentracion final
de 0,5mg/ml. Incubé 1 hora a temperatura ambiente, luego centrifugué 5 minutos a 300g,
retiré el sobrenadante, volvi a lavar con PBS para sacar restos de colagenasa y resuspendi
en PBS. Finalmente filtré las muestras (40pum) para descartar cimulos celulares que no se

separaron (para evitar taponamiento de la aguja del citémetro).

3.4.4 Estrategia de gating en R

Para los analisis de citometria de flujo, defino gate como la zona de interés determinada
por los parametros a analizar, por lo que cuando me refiera a porcentaje de células haré

referencia a aquellos eventos que se encuentren dentro de estas zonas definidas previamente.

Para analizar los datos obtenidos opté por realizar un analisis de gates en R, que describiré
a continuacién (Figura 6). Este script fue modificado a partir del original del Dr. Daniel

Prieto.
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Obtencion datos de CF

i

Filtros y limpieza de datos

i

Generacion de gates

i

Analisis de xyplots

i

Comparacion de tiempos de induccion

Figura 6: Diagrama de flujo de trabajo para la estrategia de gates en R.

Se detallan los pasos a sequir para el andlisis de los datos obtenidos por citometria de flujo
a través de la estrategia de gating en R, iniciando por la obtencion de datos en archivos
fes a partir del citometro de flujo, luego filtrado y limpieza los datos, generacion de los
gates necesarios para el andlisis, generacion de los xy plots a utilizar y comparacion de las

condiciones experimentales.

Para hacer este tipo de andlisis en lote dirigido por datos utilicé las siguientes librerias de

R: “flowCore”, “flowDensity”, “fHowStats”, “flowViz”, “ggcyto” y “ggpubr”.

A continuacién, mostraré la estructura del andlisis para un solo conjunto de datos, ya que
se repitié lo mismo para los otros. Para comenzar se deben llamar los archivos fcs que nos
entrega el citémetro, organizarlos y realizar una transformacién a los datos del tipo seno
hiperbdlico (logicle) para poder utilizarlos. En nuestro caso, el canal BL1 corresponde a la
YFP, el canal VL1 corresponde a la CFP, el canal VL2 corresponde al FRET y el RL1 al

verde de metilo.
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bx <- logicleTransform()
bxlist <- transformList(c("FSC.A", "SSC.A", "FSC.H", "BL1.A",
"VL2.A", "VL1.A", "RL1.A"), bx)

datostrans <- transform(fs, bxlist)

Luego realicé una limpieza a los datos para quitar detritos celulares y posibles contaminantes
en base al tamano y granularidad de las células (canales FSC.A y SSC.A), obteniendo como

resultado un subgrupo de datos limpios denominado clean.dt.

clean.dt <- datostrans
for (i in 1:8) { # Aqui se debe setear la cantidad de archivos que tengamos
f <- datostrans[[i]]
fsc.indices <- intersect (which (exprs (f)[, "FSC.A"]<5.5) ,
which (exprs (f) [, "FSC.A"] > 3.5))
ssc.indices <- intersect (which ( exprs ( f)[, "SSC.A"] > 3) ,
which ( exprs (f)[, "SSC.A"] < 5.5) )
non.debris.indices <- intersect ( fsc.indices , ssc.indices )
f.clean <- f[non.debris.indices]

clean.dt [[i]] <- f.clean

Posteriormente apliqué los filtros necesarios para quedarnos tnicamente con los singuletes.
Generamos un gate elipsoide (lymphGate) dirigido por los datos de tamarfio y granularidad
cuyo centroide coincide con la zona de mayor densidad de eventos, como los utilizados para
seleccionar linfocitos en una muestra de sangre, obteniendo una nueva muestra denominada
linf. A esta nueva muestra la filtramos con otro gate elipsoidal de densidad dirigido por los
datos de altura y area del canal de tamano (FSC.H y FSC.A), obteniendo una nueva muestra

denominada linfossing que contiene los singuletes libres de detritos.
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linfos <- lymphGate(clean.dt, channels=c("FSC.A", "SSC.A"),
preselection=NULL,scale=3, plot = T)
linf <- Subset(clean.dt, linfos)
singfiltl <- lymphGate(linf, channels = c("FSC.H", "FSC.A"),
preselection = NULL, scale=3, bwFac = 2,
filterId = "singGate", evaluate = T, plot =T)

linfossing <- Subset(linf, singfiltl)

En nuestro caso, para las células S2, aplicamos verde de metilo como marcador de viabilidad,
lo que en estos datos corresponde al canal RL1. A continuacion se filtraron en el canal RL1
las células negativas a verde de metilo por medio de un gate, ya que su incorporaciéon indica

una pérdida de la integridad de membrana.

viablesfilt <- rectangleGate("RL1.A" = c(0, 2), "SSC.A" = c(4, 5))

cellviables <- Subset(linfossing, viablesfilt)

Luego separo en dos grupos los datos, las inducidas y las no inducidas.

testl <- (cellviables[1:4])

test2 <- (cellviables[1:8])

Para poder extraer informacién de los graficos de Trellis debemos generar los gates que
corresponden a los canales de interés: CFP, YFP y FRET. Para no generar gates de forma
subjetiva e irreproducible decidimos hacer un analisis estadistico para determinar los puntos

de corte de las poblaciones, ya que las poblaciones no se separan completamente.

marcadorFRET <- rangeGate(testl, "VL2.A", plot = T, alpha = "min",

filterId = "FRETfilt1")

marcadorCFP <- rangeGate(testl, "VL1.A", plot T, alpha = "min",

filterId = "CFPfiltl", sd=0.5)

marcadorYFP <- rangeGate(test2, "BL1.A", plot = T, alpha= "min",
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filterId = "YFPfilti")
#Aplico esos gates
YFPposfilt <- rectangleGate("BL1.A" = c(2.2, 5), "SSC.A" = c(4, 5))
CFPposfilt <- rectangleGate("VL1.A" = c(marcadorCFP@min, 5),
"SSC.A" = c(4, 5))
FRETfilt <- rectangleGate("VL2.A" = c(marcadorFRET@min, 4),
"SSC.A" = c(4, 5))

Generamos un zyplot para cada archivo separando los canales y obtuvimos uno para CFP,
otro para YFP y otro para FRET. zyplot hace referencia a los graficos de citometria de flujo

de los eventos registrados contrastando dos canales.

xy1YFP<-xyplot(‘SSC.A‘ ~ ‘BL1.A‘, data = cellviables[1],
filter=YFPposfilt, smooth=F, x1lim=c(0,4.5),
ylim=c(4,5), stats = T, xlab="YFP", ylab="SSC-A")

#Repetimos para cada archivo 1 al 8 de cellviables

En el caso de comparar datos de diferente tiempo de induccién, en nuestro caso 48 y 72hs,
repeti los pasos pero con los archivos correspondientes a 72hs, para después llamarlos y poder
combinarlos en un grafico de violin con un indicador de significancia estadistica. Para esta

ultima parte, utilicé las librerias “ggsignif” y “tidyverse”.

Primero combiné los datos de manera de tener por separado los grupos de cada tiempo de

induccion.

fs48indl <- rbind2(cellviables[1],cellviables[2])
£s48ind2 <- rbind2(cellviables[3],cellviables[4])
fs48indfinal <- rbind2(fs48indl,fs48ind2)

fs72indl <- rbind2(cellviables2[1],cellviables2[2])
fs72ind2 <- rbind2(cellviables2[3],cellviables2[4])
fs72indfinal <- rbind2(fs72indl,fs72ind?2)
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Luego generé un grafico de violin con una capa de significancia estadistica para cada canal.

comparadosl <- rbind2(fs48indfinal, fs72indfinal)
pl <- ggcyto(comparadosl, aes(y = ‘BL1.A¢))
pl + geom_violin(aes(x=factor(name), fill=name)) +
scale_fill_manual(values = c("#FADEE1", "#D9F1F1"), name= "Tiempo")+
coord_cartesian(ylim =c(0, 4))+
facet_null()+
stat_signif (aes(x=factor(name)), comparisons = list(c("48 hs", "72 hs")),
test = "wilcox.test", map_signif level=TRUE, color="black",
size = 0.5, textsize = 5, y_position = c(3.6, 3.8))+
xlab("Tiempo de induccién") + ylab("YFP") +
theme classic(base _size = 14) +
labs(title="Comparacidén de tiempos de induccién", size = 14) +
theme(plot.title = element_text(hjust = 0.5)) +

scale_x_discrete(labels = NULL, breaks = NULL) + labs(x = "")

38



3.5 Fluorimetria

Los ensayos de fluorimetria los realicé con los siguientes tres tipos de muestras: células S2
CUTie2, extracto celular a partir de las células S2 CUTie2 y cerebros disgregados y lisados
de larvas de estadio 3 del cruce insc-GAL4 x UAS-CUTie2.

3.5.1 Preparacion de células S2

Para estos ensayos, induje la expresion del sensor en células S2 CUTie2 con CdCly, 10mM
durante las 48hs previas y como control utilicé células S2 CUTie2 sin inducir. Primero
coseché las células, las centrifugué a 4°C a 200g durante 5 minutos y descarté el sobre-
nadante. Luego de hacer un lavado con PBS, volvi a centrifugar y, en el caso del analisis de
extractos celulares, las resuspendi en bufer 50mM Tris pH=8, EDTA 2mM, NaCl, 50mM
e inhibidor de proteasas 1x (Thermo Scientific™). Para poder lisar las células las pasé por

jeringa (21Gx32mm) con 15 incursiones del émbolo.

En el caso de las células S2 CUTie2 enteras, luego del lavado con PBS, las resuspendi en el

mismo bifer pero sin inhibidor de proteasas.

Las células inducidas al momento del experimento se encontraban a una concentracion de

7,6x10°/ml y las no inducidas a una concentracién de 8x10°/ml.

3.5.2 Preparaciéon de cerebros larvarios para fluorimetria

Para el estudio del cerebro larvario elegimos seleccionar larvas del tltimo estadio. Diseccioné
150 cerebros de la progenie F1 del cruce insc-GAL4 x UAS-CUTie2 y 150 cerebros de la cepa
parental UAS-CUTie2.

Los lavé 3 veces con PBS y luego los incubé una hora con colagenasa en bufer Rinaldini a
una concentracién final de 0,5mg/ml. Por ultimo, centrifugué el tejido, lo lavé con PBS y lo

pasé 15 veces por jeringa (21Gx32mm) para lisar las células.
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3.5.3 Establecimiento de parametros en el fluorimetro

Estos ensayos los realicé en el fluorimetro VARIAN CARY Eclipse del Institut Pasteur de
Montevideo. Para el establecimiento de los parametros, utilicé una longitud de onda de
excitacion de 435nm y la emision la estableci entre 450nm y 600nm para poder ver los picos
de CFP e YFP. La ventana de emisién la estableci en 5 y el fotomultiplicador a 780 en modo

manual. En el ensayo dénde adicioné GMPC, lo hice a una concentraciéon de 1mM.

3.5.4 Analisis en R

Todos los scripts utilizados en esta tesis se encuentran disponibles en mi repositorio de
GitHub (https://github.com/AnaClGonzalez). Para el andlisis de los datos de fluorimetria

parti de los archivos “.csv” que nos entrega el fluorimetro.

Primero llamé a los archivos que usé como por ej: Inducidas y no inducidas, y renombré las

columnas para una mejor organizacion de los datos.

colnames(datos)<- c("Longitud de onda (nm)", "Int. Fluo (AU)", "status")

Luego de organizar los archivos generé un data frame con los datos de las muestras inducidas

y no inducidas.

dF <- rbind(datos,datos?2)

Para hacer los graficos utilicé la libreria “ggplot2”. El siguiente paso fue hacer los graficos

de no inducidas y combinar los resultados de ambas muestras.

line <- ggplot(dF)+
geom_line(aes( x=‘Longitud de onda (nm)‘, y=‘Int. Fluo (AU)°,
color=status), size = 2.5)+
theme_light ()+
scale_color_brewer(palette = "Pastel2")+

theme (axis.title.x=element_text(size=14),
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axis.title.y=element_text(size=18),

axis.text.x = element_text(size=14),

element_text(size=14),

axis.text.y
legend.title = element_text(size=14),

legend.text = element_text(size=14))
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3.6 Microscopia confocal
3.6.1 Anticuerpos y marcaciones

Para ensayos de microscopia confocal de cerebros larvarios utilicé los siguientes anticuer-
pos: anti-Dpn de cobayo (los anticuerpos especificos para Deadpan son usados como mar-
cador de neuroblastos; Jiirgen Knoblich, IMBA, Institute of Molecular Biotechnology, Viena,
Austria; dilucién 1/2500); anti-Pros de ratén (los anticuerpos especificos para Prospero
son usados como marcador de células madre ganglionares; MR1A - The Developmental
Studies Hybridoma Bank (DHSB) ; Dilucién 1/100); anti-elav de rata (Los anticuerpos
especificos para Elav se usan como marcador de neuronas; 7TES8A10 - The Developmental
Studies Hybridoma Bank (DHSB) ; Dilucién 1/50); anticuerpos secundarios anti-cobayo-
AlexaFluor™568 (Molecular Probes; Dilucién 1/1000); anticuerpos secundarios anti-raton-
Cy5 (Molecular Probes; Dilucién 1/1000); anticuerpos secundarios anti-rata-Cy3 (Molec-
ular Probes; Dilucion 1/1000); Faloidina conjugada a AlexaFluor™633 (A22284; Ther-
moFisher™; Dilucién 1/500).

Para células S2 también utilicé como marcador de viabilidad verde de metilo a una con-
centracion final de 40uM (Prieto et al., 2014). También realicé la marcacion de ADN con

Hoechst 33342 (62249; ThermoFisher™ (20mM); Dilucién 1/2000, concentracion final 10M)

como alternativa.
Para todas las imagenes de microscopia confocal utilicé el microscopio ZEISS LSM 800, los
objetivos 20X (AN=0,8), 40X (AN=1,3) y 63X (AN=1,4; inmersién en aceite), y para el

procesamiento de imagenes en ImageJ usé el filtro de la mediana con un radio de 1,2 pixeles.

3.6.2 Disecciodn, fijacion e inmunohistoquimica

Para los ensayos de microscopia confocal diseccioné los cerebros con pinzas de precisién DU-
MONT 5 bajo una lupa WESO SM-300 SERIES (microscopio estereoscépico) a un aumento
final de 160x utilizando bufer Rinaldini. Fijé en formaldehido al 4% en PBS preparado a
partir de paraformaldehido (PFA 4%) durante 10 minutos. Lavé 3 veces los cerebros con

PBS-Triton X-100 0,5% (PBS-T) y lo incubé con la solucién correspondiente del anticuerpo
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primario, disuelto en PBS-T y lo dejé overnight a 4°C. Al dia siguiente retiré los anticuerpos
primarios, lavé 3 veces con PBS-T e incubé con anticuerpos secundarios, también preparado
en PBS-T e incubé overnight a 4°C. Al otro dia retiré los anticuerpos secundarios, hice dos
lavados con PBS-T y un tltimo lavado con PBS. Por ultimo, monté los cerebros en glicerol
80% en Tris pH=8,8, trabajando bajo lupa estereoscopica para obtener una buena orientacién

antes de colocar el cubreobjetos.

En el caso de los preparados realizados para ver la CFP y la YFP, evité la fijacion y monté
los cerebros en PBS luego de su diseccion, ya que habiamos observado que la fijacién reduce

mucho la fluorescencia de la CFP.

Para los preparados de células S2, traté previamente los cubreobjetos con concanavalinaA,
esto es necesario ya que son células que crecen en semi-adherencia y para evitar que se muevan
durante la toma de imagenes. Hice una dilucion a partir de la solucién stock para evitar la
formacién de cristales, colocando 30ul de la solucién stock (5mg/ml en PBS) en 10 ml de agua
bidestilada. Coloqué una gota y dejé secar, luego los dejé bajo luz UV durante 15 minutos
para esterilizar. A la hora de montar, coloqué una gota de la suspension celular sobre el
cubreobjetos ya tratado y dejé reposar hasta que las células decantaron por completo, luego
fijé con PFA 4% en PBS 5 minutos. Lavé 3 veces con PBS y teni con faloidina conjugada
AlexaFluor™633 y Hoechst 33342. Luego retiré el exceso de liquido y lavé 3 veces con PBS.

Finalmente coloqué una gota de glicerol 70% brfer Tris pH=8 en el portaobjetos y sellé.

Para los ensayos de microscopia confocal utilicé el microscopio ZEISS 800, utilizando el filtro

405 para visualizar la CFP y para la YFP el filtro 488.

3.6.3 Procesamiento de imagenes

Para el analisis de imagenes en F1JI/ImageJ (National Institutes of Health, Estados Unidos)
opté por aplicar un filtro de mediana con un radio de 1,2 pixeles para limpiar las iméagenes
de ruido. En las imagenes donde la intensidad de fluorescencia era muy baja debi aumentar
el brillo con las opciones de “brillo y contraste” para lograr visualizar la CFP, manteniendo

los mismos valores en casos de comparacion de condiciones.
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Para el andlisis de intensidad de fluorescencia por pixel elegi 5 cerebros de cada condicién y
seleccioné los 8 planos contiguos de mayor intensidad de cada uno generando un sub-stack
para obtener datos representativos. Luego defini regiones de interés (ROI) de igual dimensién
xy para todos los planos confocales, para determinar el drea de la imagen donde se tomarian

los datos y utilicé la mediana de fluorescencia por Z-stack.

3.6.4 Andlisis de intensidad de fluorescencia en R

Una vez obtenidos los datos de Intensidad de fluorescencia por pixel, procedi a realizar un

script para analizarlos. Primero llamé los archivos, tanto para 25°C como para 29°C.

datos25 1 <- read.csv(archivos25[1])

Luego hice para cada archivo un test de Shapiro-Wilk para determinar la eventual normalidad

de los datos.

shapiro.test(datos25_1[,3])

Como el resultado del test me hizo rechazar la hipotesis de normalidad, el resto de los analisis

los hice utilizando la mediana y el test de Mann- Whitney- Wilcozon.

Agrupé los datos por temperatura y los renombré para un manejo mas sencillo.

datos25CFP <- cbind.data.frame(datos25 1[1:10,3], datos25 3[1:10,3],
datos25 5[1:10,3], datos25 7[1:10,3],
datos25 9[1:10,3] )

datos25YFP <- cbind.data.frame(datos25 2[1:10,3], datos25 4[1:10,3],
datos25 6[1:10,3], datos25 8[1:10,3],
datos25_10[1:10,3] )

colnames (datos25CFP) <- c("cerebro 1","cerebro 2", "cerebro 3",
"cerebro 4", "cerebro 5")
colnames (datos25YFP) <- c("cerebro 1",'"cerebro 2", "cerebro 3",
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"cerebro 4", "cerebro 5")
datos2bgroup <- cbind.data.frame(datos25CFP, datos25YFP)

colnames (datos25group) <- c("CFP", "YFP")

Repeti todo lo anterior pero para los datos de 29°C y agrupé todos los datos crudos para

poder graficarlos.

CFP25 <- c(datos25 1[,3], datos25 3[,3], datos25 5[,3], datos25 7[,3],
datos25 9[,3])

YFP25 <- c(datos25 2[,3], datos25 4[,3], datos25 6[,3], datos25 8[,3],
datos25 10[,3])

CFP29 <- c(datos29 1[,3], datos29 3[,3], datos29 5[,3], datos29 7[,3],
datos29 9[,3])

YFP29 <- c(datos29 2[,3], datos29 4[,3], datos29 6[,3], datos29 8[,3],
datos29 10[,3]

Para poder hacer el analisis estadistico en funciéon de la temperatura agregué una columna

que indicase 25°C o 29°C segun correspondiese.

d25 <- cbind (CFP25, YFP25, 25)
colnames(d25) <- c("CFP","YFP", "temp")
d29 <- cbind(CFP29, YFP29, 29)
colnames(d29) <- c("CFP","YFP", "temp")

dFgraph <- rbind.data.frame(d25, d29)

Para graficar utilicé las librerias “reshape2”; “ggplot2” y “ggpubr”.

Luego realicé un box-plot para cada fluoréforo de 25°C vs 29°C con su correspondiente

significancia estadistica.

Primero grafiqué los datos para CFP utilizando boz-plots y realicé la comparacion de medi-

anas con el test de Mann- Whitney- Wilcozon.
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pl <- ggplot(dFgraph, aes(y=CFP, factor(temp)))+
geom_boxplot(size=1.6)+
geom_jitter(width = 0.1, alpha=0.5)+
theme (axis.title.x=element_text(size=14), axis.title.y=element_text(size=18),
axis.text.x = element_text(size=14))+
xlab("Temperatura (°C)")+
y1lim(c(3000,18000))+
geom_signif (comparisons = comp, test = "t.test", map_signif level=TRUE,

color="black", size = 0.2, textsize = 5)

Luego hice lo mismo para la CFP.

p2 <- ggplot(dFgraph, aes(y=YFP, factor(temp)))+

geom_boxplot(size=1.6)+

xlab("Temperatura (°C)")+

geom_jitter(width = 0.1, alpha=0.5)+

theme (axis.title.x=element_text(size=14),
axis.title.y=element_text(size=18),
axis.text.x = element_text(size=14))+

xlab("Temperatura (°C)")+

y1lim(c(3000,18000))+

geom_signif (comparisons = comp, test = "t.test", map_signif level=TRUE,

color="black", size = 0.2, textsize = 5)

Finalmente uni los graficos de ambos fluoréforos.

plot <- ggarrange(pl, p2)
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4. RESULTADOS

4.1 Expresion de CUTie2 en células S2

Con el fin de cumplir con el objetivo de expresar el biosensor de GMPc CUTie2 en células S2
de Drosophila, realicé las construcciones correspondientes utilizando la técnica de clonado sin
restriccion, con la cudl transfecté las células S2. Con la linea celular S2 CUTie2 establecida,
medi tanto la fluorescencia de la CFP como la de la YFP mediante técnicas de citometria

de flujo, fluorimetria y microscopia confocal.

4.1.1 Secuenciacién de las construcciones realizadas

Parar verificar que las colonias contuvieran las construcciones de los vectores correspondi-
entes, realicé una PCR de colonias tanto para la construccién en el vector pMT (Figura 7)
como también para la del vector pUAST (Figura 8). En el caso del vector pMT utilicé la
colonia correspondiente a la calle C del gel y en el caso del vector pUAST utilicé la colonia
correspondiente a la calle B. Cualquier colonia positiva analizada en el gel podria haber
servido para continuar con el siguiente paso, pero por una cuestion de costos en el secuenci-
ado, preferi enviar a secuenciar una unica colonia de cada caso. De todas formas, guardé en
stock las primeras 4 colonias positivas, por si la secuenciacién de la colonia elegida no fuera
buena. En estos casos, las colonias positivas son aquellas con 2 bandas y las negativas de
una unica banda. Esto se debe a que los primers utilizados para la PCR de colonias levantan
parte de la secuencia donde se inserta el biosensor, siendo la positiva la que tiene una banda

de mayor tamano. En el caso del control negativo, es el control de PCR sin molde.
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Figura 7: PCR de colonias vector pMT + CUTie2.
Se muestra la PCR de colonias realizada. A) Marcador 1Kb; B) control negativo sin molde;

C,D,E, F, H, I y L) Colonias positivas; G, J y K) Colonias negativas.

Figura 8: PCR de colonias vector pUAST + CUTie2.
Se muestra la PCR de colonias realizada. A) Marcador 1Kb; B,D,E,G, H y J) Colonias

positivas; C, F, I y K) Colonias negativas; L) control negativo sin molde.

Enviamos las construcciones realizadas a Macrogen (Corea del Sur) para su secuenciacion
con la intencién de verificar que se hubiesen amplificado correctamente y no presentaran

mutaciones que pudieran producir un mal funcionamiento del biosensor.

Para ello envié los cebadores utilizados en la técnica de clonado sin restriccién junto con
el producto de la purificacion por midiprep de una colonia positiva de cada construccion,
obteniendo un alineamiento con un 98% de identidad con el cebador Fw, que es la parte de
la secuencia que mas nos importaba, por ser la zona del biosensor, demostrando que no se

habian generado mutaciones en la secuencia (ANEXO III), lo que permitié continuar con los
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experimentos.
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4.1.2 Enriquecimiento por clasificacién celular

Mediante microscopia confocal observé una baja eficiencia en la transfeccion, teniendo muy

pocas células positivas como se puede ver en la figura 9.

Figura 9: Observacion de baja poblacion de células S2 CUTie2 inducidas.
Microscopia confocal de células S2 CUTie2 con 48 hs de induccion con CdCly; ADN en verde;
CFP e YFP en magenta; plano focal unico; Barra de escala: 20um.

Debido a que la eficiencia de la transfeccién de las células S2 fue baja, optamos por utilizar la
técnica de clasificacion celular activada por fluorescencia (FACS) para enriquecer la poblacion
en células positivas (Figura 10). Los gates se realizaron segun la clasificacion de la tabla de

la figura 11.

Se realiz6 el gate P1 para marcar la poblacién de células vivas dejando por fuera detritos

celulares utilizando los parametros de tamano y granularidad celulares (FSC y SSC), luego
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el gate P2 para seleccionar los singuletes utilizando los parametros de tamano comparando
area (A) y altura (H) del canal de tamano (FSC). A partir de aqui s6lo se tomaron los

eventos que estuvieran dentro de P1 y P2 para los siguientes graficos.

En el gate P8 se seleccionaron las células positivas para CFP y en el gate P7 las YFP
positivas utilizando los parametros de granularidad en funcion de cada fluoréforo. Por otro
lado, se realizaron tres gates mas dénde se utilizaron los pardmetros de CFP e YFP; el
P6 seleccionando células negativas a YFP, el YFP+/CFP high que representa las células
YFP positivas y que a la vez tienen una alta fluorescencia de CFP y por ultimo el gate

YFP+ /CFP low que son células YFP positivas pero con baja fluorescencia de CFP.

Como resultado de esta clasificacion celular recuperamos las tltimas dos poblaciones y for-
mamos nuevas lineas celulares enriquecidas un 88,7% en células positivas a ambos fluoréforos,
ambas estan criopreservadas. Todos los ensayos a partir de esta etapa los hice con la linea

celular recuperada a partir del gate YFP+/CFP high.
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Figura 10: Enriquecimiento de las poblaciones transfectadas en células CFP
e YFP positivas mediante clasificacion celular activada por fluorescencia
(FACS).

A) Representa los eventos en funcion de los pardmetros de tamano (FSC-A) y granularidad

celular (SSC-A), donde el gate P1 representa la poblacion de células vivas dejando por fuera
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detritos celulares; B) Muestra dentro del pardmetro de tamano celular el drea (FSC-A) y la
altura (FSC-H), donde el gate P2 engloba los singuletes. C) Representa el canal de CFP y
granularidad celular (SSC) ddnde el gate P8 corresponde a las células positivas para CFP;
D) Canal de YFP en funcion de la granularidad celular (SSC), siendo P7 las YFP positivas;
E) Compara los parametros de CFP e YFP, donde el gate P6 son células negativas a YFP,
el YFP+/CFP high representa las células YFP positivas y que a la vez tienen una alta
fluorescencia de CFP y por dltimo el gate YFP+/CFEP low son células YFP positivas pero

con baja fluorescencia de CFP.

Figura 11: Cuadro de significado de gates resumido. FEl presente cuadro resume la

positividad o negatividad a CFP e YFP de los gates utilizados para el cell sorting.
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4.1.3 Analisis por citometria de flujo

Con el fin de analizar cudl era el mejor tiempo de induccion para la linea S2 CUTie2, hice un
andlisis por citometria de flujo de muestras tratadas con dos tiempos diferentes de induccién
para visualizar las poblaciones enriquecidas de CFP, YFP y FRET a 48hs y a 72hs. Como
control negativo usé células S2 CUTie2 sin inducir (presentan fluorescencia debido a la

expresion basal del biosensor).

A partir de los datos obtenidos realicé un analisis que me permitié obtener el punto de corte
ideal entre las poblaciones de células positivas y negativas para cada canal (Figura 12). Esta
determinacion es necesaria para poder diferenciar ambas poblaciones, ya que no estaban
lo suficientemente alejadas entre si como para delimitarlas visualmente. Cada experimento

tuvo 3 réplicas técnicas.

El objetivo de obtener los puntos de corte con este andlisis estadistico es mejorar la exactitud
y reproducibilidad a la hora de generar los gates sobre las poblaciones celulares de interés y

eliminar el error que se puede cometer al definir sus limites de forma subjetiva.

Este ensayo nos brindé un panorama sobre la muerte celular producto de la inducciéon con

Cd, siendo de 4% a 48hs de induccién y 15% a 74hs de induccién.
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Figura 12: Puntos de corte determinados por andlisis estadistico para separar
poblaciones.

Se obtuvieron los puntos de corte estadisticos que permiten dividir de manera correcta la
poblacion positiva de la negativa para cada conjunto de datos. En todos los casos se grafico
en el eje y la densidad de eventos, en el eje x la intensidad de fluorescencia de cada canal y

en rojo se marca el punto de corte entre ambas poblaciones.

Con el propésito de determinar el tiempo de inducciéon éptimo y definir la poblacién positiva
para CFP, YFP y FRET, utilicé estos puntos de corte para los tres canales a 48 y a 72hs de

induccion para obtener el porcentaje de poblacién positiva correspondiente a cada uno.

En la figura 13-A se muestra el control de muerte celular en células S2, necesario para
corroborar la eliminacion de detritos celulares y en la figura 13-B se corrobora dicha muerte

celular por el canal de verde de metilo.
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Figura 13: Control de muerte celular.

A) En el eje x se representa el tamano celular (FSC-A) y en el eje y la granularidad celular
(SSC-A). Células S2 CUTie?2 inducidas y sometidas a un bano térmico a 95°C durante 15
minutos para rpovocar la muerte celular. B) Se muestra el control de muerte celular por el
canal de verde de metilo en el eje x y en el eje y la granularidad celular (SSC-A), donde se

muestra el gate de células viables.

El nimero de eventos positivos a CFP de las células inducidas aumenté en promedio 6x con
respecto a la fluorescencia de las células no inducidas (36% vs. 5,65%; Figura 14) al cabo de
48hs de induccién y 23x al cabo de 72hs de induccién (31% vs. 1,35%; Figura 17). Se debe
resaltar que la fluorescencia promedio registrada para CFP al cabo de 72hs fue relativamente

menor que la emitida a las 48hs (31% vs. 36%).

El niimero de eventos positivos a YFP observé un aumento en promedio de 10x con respecto
de las células no inducidas (48,5% vs. 4,78%; Figura 15) luego de 48hs de induccién y
72x cudndo las células fueron inducidas durante 72hs (32% vs. 0,44%; Figura 18). Debe
destacarse que la fluorescencia promedio registrada en este canal a las 72hs también fue

menor que la emitida a las 48hs (32% vs. 48,5%).

Por tltimo, el nimero de eventos positivos a FRET aumenté en promedio 9x con respecto a
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la fluorescencia de las no inducidas (50% vs. 5,6%; Figura 16) al cabo de 48hs de induccién
y 32x cuando las células fueron inducidas durante 72hs (36% vs. 1,1%; Figura 19). Cabe
destacar que también en este canal la fluorescencia promedio registrada para FRET al cabo

de 72hs fue relativamente menos que la emitida a 48hs (36% vs. 50 %).

Figura 14: Porcentaje de células CFP positivas a 48hs de induccion.

En el eje z se representa la intensidad de fluorescencia de CFP y en el eje y la granulari-
dad celular (SSC-A). A) células S2 transfectadas con pMT-CUTie2 e inducidas con CdCly
(10mM) por 48hs a 25°C. B) Células S2 transfectadas incubadas por 48hs a 25°C sin induc-

tor.
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Figura 15: Porcentaje de células YFP positivas a 48hs de induccion.

En el eje © se representa la intensidad de fluorescencia de YFP y en el eje y la granulari-
dad celular (SSC-A). A) células S2 transfectadas con pMT-CUTie2 e inducidas con CdCly
(10mM) por 48hs a 25°C. B) Células S2 transfectadas incubadas por 48hs a 25°C' sin induc-

tor.

Figura 16: Porcentaje de células FRET positivas a 48hs de induccidon.

En el eje x se representa la intensidad de fluorescencia de FRET y en el eje y la granular-
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idad celular (SSC-A). A) células S2 transfectadas con pMT-CUTie2 e inducidas con CdCly
(10mM) por 48hs a 25°C. B) Células S2 transfectadas incubadas por 48hs a 25°C sin induc-

tor.

Figura 17: Porcentaje de células CFP positivas a 72hs de induccion.

En el eje © se representa la intensidad de fluorescencia de CFP y en el eje y la granulari-
dad celular (SSC-A). A) células S2 transfectadas con pMT-CUTie2 e inducidas con CdCly
(10mM) por 48hs a 25°C. B) Células S2 transfectadas incubadas por 48hs a 25°C sin induc-

tor.
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Figura 18: Porcentaje de células YFP positivas a 72hs de induccion.

En el eje © se representa la intensidad de fluorescencia de YFP y en el eje y la granulari-
dad celular (SSC-A). A) células S2 transfectadas con pMT-CUTie2 e inducidas con CdCly
(10mM) por 48hs a 25°C. B) Células S2 transfectadas incubadas por 48hs a 25°C' sin induc-

tor.

Figura 19: Porcentaje de células FRET positivas a 72hs de induccion.

En el eje x se representa la intensidad de fluorescencia de FRET y en el eje y la granular-
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idad celular (SSC-A). A) células S2 transfectadas con pMT-CUTie2 e inducidas con CdCly
(10mM) por 48hs a 25°C. B) Células S2 transfectadas incubadas por 48hs a 25°C sin induc-

tor.

En la tabla de la figura 20 se muestra un resumen de las medianas de intensidad de flu-
orescencia de todos los eventos analizados por cada canal y la mediana del porcentaje de

poblacién positiva a cada canal, con sus desvios estandar correspondientes.

Mediana de % de
intensidad de poblacion
fluorescencia D.E. promedio D.E.
CFP 1,7575 + 0,036 36 +2,217
48hs YFP 2,365 + 0,044 48,5 * 2,646
FRET 2,0175 +0,017 50 +0,817
CFP 1,7575 + 0,036 31 +1,893
72hs YFP 2,365 10,044 32 +1,633
FRET 2,02 + 0,014 36 +0,5

Figura 20: Resumen intensidad de fluorescencia por canal y porcentajes de
poblacién positiva. En la tabla se muestra la comparacion de 48 y 72hs de induccion. Se
detallan las medianas de intensidad de fluorescencia de todos los eventos medidos en cada
canal y su correspondiente desvio estandar. Se muestra el promedio del porcentaje de células
positivas a cada canal y en cada condicion, con su respectivo desvio estandar. D.E. = desvio

estandar.

Con el objetivo de seleccionar el método estadistico mas adecuado para comparar intensidad
de fluorescencia con estos datos, prosegui a analizar su normalidad mediante el test de

Shapiro-Wilk y obtuve que los datos no poseian una distribuciéon normal.

Para determinar el tiempo 6ptimo de induccién en funcion de la fluorescencia realicé entonces
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la comparaciéon usando el test no paramétrico de Wilcoxon-Mann-Whitney obteniendo como
optimo las 48hs. Con este andlisis obtuve un p-valor tanto para CFP, como YFP y FRET
fue de 2,22X107'¢ (Figura 21).

A) B)
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Figura 21: Influencia del tiempo de inducciéon en la intensidad de fluores-

cencia de CFP. 1) Se muestra la comparacion de intensidades de fluorescencia de CFP
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de células S2 CUTie2 y su andlisis estadistico mediante grificos de violin (48 vs 72hs) de
células S2 CUTie2 individuales (p-valor=2,2x10"1%); 2) Mismo andlisis, pero comparando
la fluorescencia a distinto tiempo en el canal de YFP (p-valor=2,2z101%); 3) Andlisis es-
tadistico sobre el canal de FRET. Utilicé el test Mann- Whitney- Wilcoxon en los tres casos

(p-valor=2,2x1071%). U.A.: unidades arbitrarias.

Con el fin de analizar la intensidad de fluorescencia del FRET al mejor tiempo de induccion,
decidi realizar un grafico de densidad de eventos de las células S2 CUTie2 para comparar las

células inducidas y las no inducidas (Figura 22).

Observamos un tnico pico en las muestras no inducidas correspondiente a la densidad de
células negativas, mientras que en la muestra de inducidas se observa que los dos picos se
solapan, lo que se corresponde con las poblaciones marcadas en los gates anteriores, dénde
se ve que se proyecta una poblacién positiva, pero que no llega a separarse completamente

de la negativa.
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Figura 22: Comparacion de densidad de FRET con 48 hs de induccion y sin
induccion. Se muestran las curvas de densidad de FRET comparando células inducidas y
no inducidas en funcion de la distribucion de los datos obtenidos para dicho canal. Se puede
visualizar un unico pico en las no inducidas y dos picos que no se separan completamente,

formando una meseta, en las inducidas (48hs).
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4.1.4 Analisis por fluorimetria

Con el objetivo de visualizar los espectros de emision correspondientes a YFP y CFP, y
analizar si se producen cambios en ellos al agregar GMPc, prosegui a hacer un analisis por

fluorimetria de células S2 CUTie2.

En todos los casos, para estandarizar un control negativo y que los picos correspondientes a

cada fluoréforo fuesen representativos, utilicé células S2 CUTie2 sin inducir como control.

Analicé ambos espectros tanto en células S2 CUTie2 sin lisar (Figura 23A) como en células
S2 CUTie2 lisadas (Figura 23B), donde busqué visualizar los picos correspondientes a CFP
e YFP. Es necesario aclarar que con las condiciones de seteo, el pico de intensidad de fluo-
rescencia a 530nm que se va a observar no corresponde a la YFP pura sino a la YFP que
florece por FRET, ya que en la longitud de onda de excitacién que se seted, florece la CFP

pero no la YFP.

A) B)
Espectro de emisiéon de células S2 sin lisar Espectro de emision de células S2 lisadas

1000
< <
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8 Estatus 3. Estatus
S 500 Inducidas S Y Inducidas
= No inducidas *; No inducidas
[} [}
© ©
3 g
2 250 2 250
@ g
£ =
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Longitud de onda (nm) Longitud de onda (nm)

Figura 23: Presencia de fluorescencia de CFP e YFP en células S2 CUTie2.
A) Intensidad de fluorescencia de células S2 CUTie2 sin lisar inducidas 48hs; B) Mismo
ensayo, pero con células S2 CUTie2 lisadas. FEn ambos casos se uso de control células no

inducidas. Fxcitacion en 435nm y emision entre 450 y 600nm.
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Para probar la funcionalidad del biosensor en las células S2, quise determinar si se presenta-
ban cambios en los picos de emision de CFP e YFP luego del agregado in vitro de GMPc.
Cinco minutos antes de agregar el GMPc, anadi un inhibidor de fosfodiesterasas (IBMX)
para evitar la degradacion celular del GMPc, luego tomé los datos a tiempo cero y cada 1
minuto luego del agregado de GMPc. En este ensayo observé un leve aumento de la fluores-
cencia en el pico de emision correspondiente a la YFP a 530nm, pero casi no hubo cambios

en el pico de CFP, a los 480nm (Figura 24).
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Figura 2/: Efecto del tratamiento con IBMX y GMPc sobre la fluorescencia
emitida por el sensor. Dependencia del tiempo.

La fluorescencia emitida por el sensor CUTie2 a distintas longitudes de onda, luego de distin-
tos intervalos del tratamiento fue medida con fluorimetria de lisados de células Schneider-2
transfectadas. Fxcitacion: 435nm, emision: entre 450 y 600nm. Cada una de las curvas de
distinto color corresponde a la fluorescencia emitida luego de un tiempo de tratamiento (de
t=0a T=3). La fluorescencia aumenta a medida que se incrementa el tiempo de tratamiento

con el estimulo. UA.: Unidades arbitrarias.
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4.1.5 Analisis por microscopia confocal

Con el fin de visualizar el biosensor por una tercer técnica y determinar su localizacién
subcelular, procedi a tomar imagenes por microscopia confocal de un preparado de células
S2 CUTie2 fijadas con PFA 4% y adheridas a un cubreobjetos tratado con concanavalina A.

Utilicé Hoechst 33342 como marcador nuclear.

La figura 25, donde se pueden observar varios niicleos marcados, es representativa de los
resultados obtenidos. Algunas células no exhiben fluorescencia CFP o YFP y en aquellas

que si lo hacen, la fluorescencia es citoplasmica y tiene aspecto granular.

Figura 25: Distribucion subcelular del biosensor CUTie2 observada mediante
microscopia confocal en células S2 inducidas. Microscopia confocal de células S2

CUTie2 inducidas por 48hs; ADN en verde; CFP e YFP en magenta; Barra de escala:
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20um. plano focal inico.
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4.2 Expresion de CUTie2 en Drosophila melanogaster
4.2.1 Caracterizacion fenotipica de CUTie2

Mediante las construcciones realizadas inicialmente clonando el biosensor de GMPc CUTie2
en el vector pUAST, logré cumplir con el objetivo principal de esta tesis de maestria y
generar el primer organismo multicelular transgénico viable que expresara constitutivamente
este biosensor. Por tratarse del primero, procedi a caracterizar fenotipicamente a la cepa
transgénica de D. melanogaster UAS-CUTie2 analizando los rasgos caracteristicos de cada
uno de los marcadores presentes en los cromosomas balanceadores dependiendo del cromo-

soma en el que se encuentra la construccion.

Por un lado, la cepa que tiene el biosensor en el cromosoma II contiene el balanceador CyO
(Figura 26), que se caracteriza por tener alas curvas. Por otro lado, la cepa que lo tiene en el
cromosoma III tiene el balanceador TMS que, a diferencia de los pelos finos y terminados en
punta caracteristicos de la mosca silvestre, tiene los pelos més cortos y gruesos, terminando

de forma recta y no en punta (Figura 28). Estos resultados coinciden con lo esperado.

Ademas, se muestran las fotos tomadas de la cepa homocigota en el cromosoma II (Figura
27) y la cepa homocigota para el cromosoma III (Figura 29), confirmando que en homocigosis

se pierden los rasgos fenotipicos del balanceador, tal como era previsible.

Otra caracteristica fenotipica de estas moscas que permite su clasificacién es que en hetero-
cigosis tienen los ojos anaranjados, producto de que los huevos inyectados con el transgén
provenian de moscas con la mutacion white y en la construcciéon que tiene el biosensor se
encuentra la secuencia codificante para el producto del gen miniwhite (que codifica una pro-
teina necesaria para la pigmentacién del 0jo), que produce un efecto de compensacién del
fenotipo. Es por ello que, cuando el biosensor estd en homocigosis, se revierte en mayor
medida el fenotipo de la mutacién white y las moscas vuelven a tener los ojos rojos de un

color similar al de la cepa silvestre.

Estas moscas se encuentran disponibles en el fly stock del Departamento de Biologia del

Neurodesarrollo (IIBCE).
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Figura 26: Caracterizacion fenotipica de la cepa de D. melanogaster conte-
niendo el biosensor. Heterocigosis en cromosoma II. Imagenes de hembras en
la primer fila y machos en la sequnda fila de la cepa ;UAS-CUTie2/CyO. De izquierda a
derecha se muestran los lados: lateral derecho, lateral izquierdo, dorsal y ventral; Se observa

la caracteristica fenotipica del balanceador CyO que son las alas curvas; Barra de escala:

Imm.
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Figura 27: Caracterizacion fenotipica de la cepa de D. melanogaster conte-
niendo el biosensor. Heomocigosis en cromosoma II. Imdgenes de hembras en
la primer fila y machos en la sequnda fila de la cepa ;UAS-CUTie2/UAS-CUTie2. De
izquierda a derecha se muestran los lados: lateral derecho, lateral izquierdo, dorsal y ventral;
Se observa la ausencia de alas curvas, debida a la ausencia del cromosoma balanceador;

Barra de escala: Imm.
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Figura 28: Caracterizaciéon fenotipica de la cepa de D. melanogaster conte-
niendo el biosensor. Heterocigosis en cromosoma III. Imdgenes de hembras en
la primer fila y machos en la sequnda fila de la cepa ;;UAS-CUTie2/TMS3. De izquierda
a derecha se muestran los lados: lateral derecho, lateral izquierdo, dorsal y wventral; Se

observan los pelos caracteristicos del balanceador TMS, que son gruesos y sin punta fina;

Barra de escala: Imm.
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Figura 29: Caracterizacion fenotipica de la cepa de D. melanogaster con-
teniendo el biosensor. Homocigosis en cromosoma III. Imdgenes de hembras
en la primer fila y machos en la sequnda fila de la cepa ;;UAS-CUTie2/UAS-CUTie2.
De izquierda a derecha se muestran los lados: lateral derecho, lateral izquierdo, dorsal y
ventral; Se muestra como en homocigosis se pierde la caracteristica de los pelos gruesos del
balanceador TM3 y las moscas presentan pelos afinados y en punta, debida a la ausencia del

cromosoma balanceador; Barra de escala: 1mm.
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4.2.2 Cruce para dirigir el biosensor a neuroblastos

Para demostrar la posibilidad de dirigir la expresion del biosensor a diferentes tipos celu-
lares utilizando el sistema UAS-GAL4, decidimos realizar cruzamientos usando drivers ya

caracterizados por conferir expresion especifica en neuroblastos (insc-GAL4), en neuronas

(elav-GAL4) o en todas las células (tubulina-GAL4).

Primero examiné si podia conseguir la expresién del sensor en neuroblastos del cerebro larval
utilizando el driver insc-GAL4 y realicé el cruce seleccionando pupas hembras de la cepa

;UAS-CUTie2/CyO, con el fin de tener hembras virgenes para cruzar con machos de la cepa

insc-GAILA4.

En este experimento observé que la intensidad de ambas fluorescencias (CFP e YFP) era

muy baja, siendo la CFP casi imperceptible (Figura 30).

Figura 30: Presencia de fluoroforos del biosensor demostrada por microscopia
confocal en cerebros larvales. Vista dorsal del hemisferio izquierdo del cerebro de una
larva resultante del cruce insc-GALJ x UAS-CUTie2 en heterocigosis. Imdgenes tomadas
por microscopia confocal; En verde se muestra la CFP y en magenta la YFP. plano focal

unico. Barra de escala: 20um.
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4.2.3 Analisis del efecto de la expresion del sensor CUTie2 en homocigosis y

heterocigosis

La dosis genética del GAL4 o del elemento UAS afecta el nivel de expresion (Rezédval et al.,
2007) de modo que una doble copia (homocigosis del GAL4, el UAS, o ambos) generalmente

resulta en una expresién mayor del transgén que a partir de una copia tnica (heterocigosis).

Dada la baja intensidad de fluorescencia CFP obtenida en individuos heterocigotos como
se ha referido en el apartado 4.2.2, buscamos la forma de aumentar su intensidad inten-
tando obtener larvas con mayor expresion del sensor duplicando el transgén por medio de

homocigosis.

Para ello seleccioné pupas de ambos sexos en diferentes tubos y, una vez eclosionadas se-
leccioné las moscas que no tuvieran alas curvas (es decir, individuos que tienen el sensor
en homocigosis). Como las hembras eran virgenes se garantizé que toda la descendencia
seria homocigota. Con este procedimiento generé la cepa homocigota ;UAS-CUTie2/UAS-

CUTie2.

Por microscopia confocal comparé la fluorescencia de CFP e YFP en cerebros de larvas de
tercer estadio de homocigotas y heterocigotas, producto del cruce con insc-GAL4 y aparente-
mente se observa un aumento de intensidad en ambos fluoréforos (Figura 31), por lo que en

los demas experimentos continué utilizando la cepa en homocigosis.
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Figura 31: Efecto positivo de la homocigosis sobre la fluorescencia de CFP e
YFP. Imagen del hemisferio izquierdo (vista dorsal de un plano focal) de larvas del cruce
insc-GAL4 x UAS-CUTie2 en homocigosis y heterocigosis; Imdgenes tomadas por micro-
scopia confocal. En verde se muestra la CFP y en magenta la YFP. plano focal inico. Barra

de escala: 20 pm.
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4.2.4 Analisis del efecto de la temperatura en la expresion del transgén

El sistema UAS-GAL4 es sensible a la temperatura (Odenthal and Brinkkoetter, 2019) y se
sabe que, si las moscas son cultivadas a temperaturas dentro del rango de 18 a 29°C, a mayor
temperatura se obtiene mayor expresion de la proteina GAL4, lo cual aumenta la expresién

del transgén acoplado a la secuencia UAS (que en nuestro caso codifica el sensor CUTie2).

Como la emision de ambos fluoréforos en larvas cultivadas a 25°C, seguia siendo mas baja de
lo esperado decidimos analizar si incubando las larvas a 29°C se producia un aumento en la
intensidad de fluorescencia. Para esto subdividi las larvas provenientes del cruce insc-GAL4
x UAS-CUTie2 en dos grupos y mantuve uno de ellos a 25°C y el otro a 29°C (durante las

24hs previas a la diseccién).

En las imagenes tomadas por microscopia confocal en las mismas condiciones, se observa
que el aumento de la temperatura provoca un aumento en la intensidad de fluorescencia de

ambos fluoréforos (Figura 32).
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Figura 32: Efecto positivo de la temperatura sobre la intensidad de fluorescen-
cia de ambos fluordforos. Imagen del hemisferio derecho de cerebros de larvas del cruce
insc-GALJ x UAS-CUTie2 mantenidas a temperaturas de 25°C vs 29°C' (24hs previas a la
diseccion). Imdgenes tomadas por microscopia confocal. En verde se muestra la CFP y en
magenta la YFP. También se observan en verde las estructuras tubulares que son traqueas y
traqueolas que autofluorescen cuando son iluminadas con luz de longitudes de onda del rango

violeta-azul. plano focal inico. Barra de escala: 20um.

Para verificar que la temperatura mas alta causaba un aumento de la intensidad de flu-
orescencia, tanto de la CFP como de la YFP, hice un analisis cuantitativo de intensidad
de fluorescencia por pixel, en base a datos obtenidos de los 8 planos contiguos de mayor

intensidad de 5 cerebros a 25°C y de 5 cerebros a 29°C.

Mediante este analisis confirmé que la temperatura causa un aumento significativo en la

80



intensidad de fluorescencia con un p-valor de 0,027 para la CFP (Figura 33A) y de 1,2x10°°
en el caso de la YFP (Figura 33B), por lo que para los demés ensayos opté por colocar las

larvas a 29°C durante las 24hs previas a la diseccién.
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Figura 33: Andlisis estadistico del efecto positivo de la temperatura sobre la
intensidad de fluorescencia. Intensidad de fluorescencia por pizel de CFP (A) e YFP
(B) de larvas del cruce insc-GAL4 x UAS-CUTie2 (homocigotas) incubadas a 25°C' y 29°C.
Test de Mann-Whitney- Wilcozon (CFP p=0,027, YFP p=1,2210-5).

Utilizando la cepa homocigota para CUTie2 y dejando las larvas insc-GAL4>UAS-CUTie2 a
29°C las 24hs previas a la diseccion, hice una doble inmunotincién con anticuerpos anti-Dpn
y anti-Pros, para identificar neuroblastos y células madre ganglionares respectivamente, ya

que en los ensayos previos se veia que el driver insc-GAL4 dirigia la expresion del sensor no

81



s6lo a neuroblastos.

El resultado de ambos cruces confirmé que se puede dirigir la expresion del sensor de modo
especifico a distintos tipos celulares (Figura 34). Una caracteristica que observé en estas
imagenes del biosensor dirigido a neuroblastos es que se encuentra tanto en nicleo como en

citoplasma.

Figura 3/: Presencia de la expresion del biosensor en neuroblastos y CMG.
Imagen del hemisferio izquierdo de un cerebro de larva del cruce insc-GAL4 x UAS-CUTie2
marcado con anti-Dpn y anti-Pros mediante micrsocopia confocal; En verde marcacion con
anti-Dpn o anti-Pros, segun corresponda y en magenta la YFP. plano focal inico. Barra de

escala: 20pum.

Debido a que se observa la colocalizaciéon de YFP con los respectivos anticuerpos para la

marcacién de neuroblastos y CMG, nos planteamos dos posibilidades. Por un lado que el
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driver sea poco especifico y dirija la expresion del biosensor también a otras células o, por
otro lado, que el biosensor tenga un tiempo largo de vida media, lo que podria explicar que

se transmita a la descendencia celular de los neuroblastos.

Decidimos hacer un cruce adicional utilizando el driver insc-GAL4, pero con una cepa de
mosca que expresa GFP bajo control de un elemento UAS, para ver si observdabamos lo

mismo que con el cruce de CUTie2.

Realicé una doble inmunomarcaciéon con los mismos anticuerpos y observé que la GFP se
expresa en neuroblastos y en CMG, lo que podria deberse a una inespecificidad del driver o

a que las CMG donde se ve senal, ain presenten expresion de Dpn (Figura 35).
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Figura 35: Andlisis de expresion de GFP en neuroblastos y CMG. Imagen del
hemisferio derecho de un cerebro de larva 8 del cruce insc-GAL4 x UAS-superGFP marcado
con anti-Dpn y anti-Pros mediante microscopia confocal. FEn verde inmunomarcacion con
anti-Dpn o anti-Pros, segin corresponda y en magenta la GFP. plano focal inico. Barra de

escala: 20pum.
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4.2.5 Cruce de moscas UAS-CUTie2 con diferentes drivers

Para demostrar que el sistema UAS-GAL4 se puede utilizar en la cepa transgénica UAS-
CUTie2 generada en este trabajo de tesis y que la misma es capaz de responder adecuada-
mente a la transactivacion por GAL4, busqué dirigir la expresion del biosensor a otros tipos

celulares ademéas de neuroblastos como se mostré en los apartados anteriores.

Primero dirigi la expresion del sensor a neuronas mediante el cruce con el driver neuronal
elav-GAL4 (elav-GAL4 x UAS-CUTie2). Para corroborar la expresién neuronal hice una
inmunotinciéon con anticuerpos especificos para la proteina Elav en cerebros de larvas de la
progenie F1 del cruce elav-GAL4 x UAS-CUTie2 y tal como muestra la figura 36, observé

colocalizacion entre el marcador neuronal y la fluorescencia emitida por el sensor.

Figura 36: Presencia de fluorescencia del biosensor en neuronas. Imagen del
cerebro y parte del cordon nervioso ventral de una larva elav-GAL © UAS-CUTie2 mediante
microscopia confocal. En magenta la YFP y en verde anti-elav. Se confirma la colocalizacion

de ambas fluorescencias. plano focal unico. Barra de escala: 20um.

También hice un cruce utilizando el driver tub-GAL4, que dirige la expresién a todas las
células, en mayor o menor medida, dependiendo del nivel de expresion de tubulina de cada
tipo celular. En este caso, usé como contraste una marcacion de la actina filamentosa con

faloidina conjugada a AlexaFluor™633.

En la figura 37 se puede observar la presencia del biosensor en todas las células del cerebro
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larval y la localizacion de la marcacion caracteristica de la faloidina. Esta fluorescencia es
particularmente intensa en la zona central (neuropilo), ocupada por axones y fibras neu-

ronales, muy enriquecidas tanto en tubulina como en actina.

Figura 37: Andlisis de la expresion del biosensor dirigida con un driver
pancelular (tubulina). Imagen del cerebro de una larva estadio 3 cruce tub-GAL4 x
UAS-CUTie2 (24hs previas a 29°C) mediante micrsocopia confocal. En verde actina F'

marcada con faloidina y en magenta la YFP. plano focal iinico. Barra de escala: 20um.
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4.2.6 Citometria de flujo a partir de cerebros disgregados

Con el objetivo de analizar si aumentaba la poblacién de células CFP, YFP y FRET positivas
tras el agregado de GMPc en la muestra de cerebros disgregados de nuestra cepa transgénica

de Drosophila, decidi hacer un analisis por citometria de flujo, a partir de cerebros larvales

resultantes del cruce insc-GAL4 x UAS-CUTie2.

Dado que la muestra bioldgica es un disgregado de cerebro, hay gran diversidad de tipos
celulares y no se pueden identificar poblaciones especificas. Sin embargo, se pueden identificar

células positivas para CFP e YFP que asumimos que son neuroblastos por el driver utilizado.

Para estos ensayos tomé datos 1 y 5 minutos luego de agregar GMPc y como controles
negativos usé cerebros de la cepa parental sin biosensor y cerebros del cruce insc-GAL4 x
UAS-CUTie2 sin el agregado de GMPc (expresién basal). Los eventos se registraron para
los tres canales individuales: CFP, YFP y FRET.

En la figura 38 se observa un aumento en el porcentaje de poblacién positiva para el canal
de CFP al minuto de agregar GMPc en comparacion con la muestra sin agregado de un
derivado de GMPc capaz de permear la membrana celular (8Br-GMPc). Este porcentaje

dismuye rapidamente luego de 5 minutos. Esta dindmica también se vi6 en los canales de

YFP (Figura 39) y en el canal de FRET (figura 40).

87



Figura 38: Respuesta del sensor CUTie2 al agregado de 8-Br-GMPc. Depen-
dencia del tiempo. Canal de CFP

Plots de eventos de células individuales provenientes de cerebros de larvas de estadio 3 insc-
GAL4>UAS-CUTie2. Intensidad de fluorescencia de CFP en funcion de la granularidad
celular (SSC-A). En los gates se marca la poblacion positiva para dicho fluoréforo. Com-
paracion a 1 y 5 minutos luego del agregado de 8-Br-GMPc. Controles negativos sin sensor

y sin GMPc. Datos obtenidos por citometria de flujo y analizados con R.
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Figura 39: Respuesta del sensor CUTie2 al agregado de 8-Br-GMPc. Depen-
dencia del tiempo. Canal de YFP

Plots de eventos de células individuales provenientes de cerebros de larvas de estadio 3 insc-
GAL4>UAS-CUTie2. Intensidad de fluorescencia de YFP en funcion de la granularidad
celular (SSC-A). En los gates se marca la poblacion positiva para dicho fluoréforo. Com-
paracion a 1 y 5 minutos luego del agregado de 8-Br-GMPc. Controles negativos sin sensor

y sin GMPc. Datos obtenidos por citometria de flujo y analizados con R.
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Figura 40: Respuesta del sensor CUTie2 al agregado de 8-Br-GMPc. Depen-
dencia del tiempo. Canal de FRET

Plots de eventos de células individuales provenientes de cerebros de larvas de estadio 3 insc-
GAL4>UAS-CUTie2. Intensidad de fluorescencia de FRET en funcion de la granularidad
celular (SSC-A). En los gates se marca la poblacion positiva para dicho fluoréforo. Com-
paracion a 1y 5 minutos luego del agregado de 8-Br-GMPc. Controles negativos sin sensor

y sin GMPc. Datos obtenidos por citometria de flujo y analizados con R.
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5. DISCUSION

Esta tesis es parte de un proyecto de investigacion cuya hipotesis principal es que la guanilato
ciclasa soluble atipica actia como sensor de oxigeno, que eleva los niveles de GMPc en

condiciones de hipoxia en el cerebro en desarrollo.

Como objetivo principal planteamos generar cepas transgénicas de moscas Drosophila
melanogaster que expresaran un biosensor de GMPc y realizar una caracterizacién prelimi-
nar de su funcionamiento in vitro y ez vivo. Realicé los ensayos in vivo e in vitro mediante

tres técnicas: microscopia confocal, citometria de flujo y fluorimetria.

La emergencia sanitaria provocada por la pandemia de COVID-19 coincidi6 con el inicio de
esta tesis y demord la instalacion del microscopio de dos fotones. Esto nos llevé a abandonar
el objetivo especifico que proponia usar ese instrumento para analizar in vivo el sensor en
la cepa de moscas generada. Decidimos entonces adecuarnos a la situacién y reemplazar
ese objetivo por otro realizable: generar una linea estable de células Schneider 2 (S2) de D.

melanogaster que contuviera y expresara un biosensor de GMPc.

5.1 Estabilidad y expresion del biosensor CUTie2 en células S2

El grupo de trabajo del Dr. Pantano del Laboratorio de Simulaciones Biomoleculares del In-
stitut Pasteur de Montevideo recientemente desarrolld un biosensor FRET capaz de detectar
GMPc llamado CUTie2 y lo caracterizo in silico (Klein et al., 2021). FRET se ha convertido
en un pilar para el estudio de la localizaciéon de proteinas en células y tejidos vivos, y se
ha vuelto ampliamente utilizado para comprender la senalizaciéon celular (Deal et al., 2020).
Para generar sensores de GMPc basados en FRET, se puede partir de dos tipos de dominios
de uniéon a GMPc. Por un lado, el que se encuentra en la proteina quinasa dependiente de
GMPc (PKG), y por otro lado el que se encuentra en la fosfodiesterasa 5, cNMP-BD. Al
analizar la cinética de unién en ensayos in vivo en células HEK-293 (linea derivada de rinén

embrionario humano), resulté ser més rapida la de la construccién con el dominio de unién a
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GMPc de PKG (Russwurm et al., 2007). Otro grupo de investigadores generd otro biosensor
de GMPc con alta afinidad por GMPc, también basado en FRET, utilizando el dominio de
unién a nucleétidos ciclicos carboxilo-terminal de la proteina quinasa (PKG) dependiente de

cGMP (Calamera et al., 2019).

Utilizando CdCl; para inducir la fluorescencia del sensor, encontramos que tiempos de induc-
cién mas cortos daban mejores resultados que aquellos mas largos, siendo mejor la induccién
a 48hs que a 72hs. A su vez, vimos que la induccién con esta sal de metal era mas efectiva
que la induccién con CuSOy. Esto coincide con lo descrito previamente sobre la induccién de
la expresion de proteinas en células de D. melanogaster, donde los investigadores compararon
la inducciéon con CdCly y con CuSO, y concluyeron, al igual que nosotros, que la mejor la
induccién es con CdCly (Uribe et al., 2013). Por otro lado, el tiempo de induccién afect6
negativamente la viabilidad de las células. Esto probablemente se debe a que la exposicion a
Cd y otros metales es toxica para las células en general (Cherian, 1985, Gaetke, 2003). Re-
cientemente se ha demostrado que en larvas de Drosophila la exposicion al Cd incrementa la
muerte celular por apoptosis, produciendo dano en el ADN. El mismo grupo también observd
dano celular intestinal y un aumento de las ROS, indicando que este metal provoca estrés
oxidativo (Yang et al., 2022). La toxicidad que producen las sales de metales en las células
coincide con lo que observé en mis cultivos, sobre todo con la aparicion mas temprana de
deformacién celular y apoptosis en la inducciéon con Cu. Elegimos un promotor que permite
inducir la expresion de la proteina con metales, sin embargo, son téxicos para las células.
Esto me lleva a suponer que, si utilizamos otro tipo de promotor que no requiera la adicion
de un componente tan téxico, podria aumentar la viabilidad celular en los ensayos. Debe
haber una relacién costo/beneficio entre aumentar la viabilidad y no perder productividad
de la proteina de interés. A su vez, también esta descrito que se pueden utilizar cocteles
de metales, como por ejemplo una mezcla de CdCly y ZnCl,, con los metales en menor
concentracion, en estos ensayos se produjo un aumento en la viabilidad celular sin perder
productividad, comprobado por ensayos de purificacion de proteina y ensayos enzimaticos

(Prosise et al., 2004).

Por microscopia confocal observé que la distribucién subcelular del biosensor es citoplasmica
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y de aspecto puntiforme. Nuestra construccion tiene la senal de secreciéon de Drosophila
BiP rio arriba del sitio de multiple clonado (Invitrogen, n.d.). Esta senal codifica para la
chaperona de unién a inmunoglobulina y se utiliza para obtener altos niveles de BiP en el
reticulo endoplasmatico en lineas celulares de S2 (Kirkpatrick et al., 1995). Esta chaperona
se une a la proteina (en nuestro caso, el biosensor) aun no plegada en el interior del reticulo
para guiar su correcto plegamiento (Sano and Reed, 2013). El aspecto puntiforme que
se observa, me lleva a pensar que podria deberse al agrupamiento dentro de la célula de
copias del biosensor producido, ya sea en el reticulo endoplasmético, aparato de Golgi o
en besiculas, para confirmarlo se podria realizar una inmunomarcaciéon a proteinas de cada
compartimiento. En la produccion de proteinas recombinantes se suelen dar problemas de
solubilidad, ocasionando cuerpos de inclusién (Moraes et al., 2012). Estos problemas pueden
superarse con la utilizacién de otros vectores disponibles para mejorar el rendimiento de la

proteina de interés (Ortega et al., 2018).

Por fluorimetria observé una mejor resolucion de las diferencias en intensidad de fluorescencia
de ambos fluoréforos al lisar las células. Esto podria deberse a que en estas condiciones el
biosensor se encuentra libre en soluciéon y no esta presente la interferencia generada por la
membrana celular (J. A. Kiernan, 2015). También observé expresién basal del biosensor en
las células no inducidas, lo que se ajusta con lo descrito sobre otros sistemas de expresion,
donde se ha reportado que ya antes de la induccién existe una expresion minima de la

proteina de interés (Dubendorf and Studier, 1991).

Un experimento de particular interés en esta tesis tenia como objetivo confirmar que el
biosensor respondia al GMPc aumentando su fluorescencia. Efectivamente, el agregado de
GMPc provocé un aumento en la intensidad de fluorescencia de YFP. Esto coincide con
lo descrito en bibliografia, que un aumento en la intensidad de fluorescencia del fluoréforo
aceptor estd relacionado al efecto del FRET producido (Karpova and McNally, 2006) ademés
de que al excitar a 435nm, estoy excitando la CFP y no la YFP, por lo cual, el pico de YFP
que observo es del FRET producido. El hecho de que la YFP aumentara su intensidad
y luego se mantuviera constante podria deberse a la cinética de saturacion del biosensor,

ya que el GMPc no seria degradado debido a la adicién del inhibidor de fosfodiesterasas.
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También esperaba ver una disminucién en la intensidad de fluorescencia de la CFP debido
a que parte de su energia es transferida por resonancia a la YFP, a consecuencia del cambio
conformacional que sufre el biosensor al acoplar GMPc y el acercamiento de ambos fluoréforos
(Klein et al., 2021). Sin embargo, no ocurri6. Esto me lleva a pensar que podria deberse
a que la energia emitida por la CFP y absorbida por la YFP no cambié lo suficiente como
para ser detectada por el aparato de medicion. Dado que no logré observar una disminucion
en la intensidad de la fluorescencia de la CFP, se podria realizar el mismo ensayo pero
comparando entre con y sin adiciéon de IBMX, donde deberia haber un aumento y una
disminucién posterior de la intensidad de fluorescencia de YFP, y observar si produce algin
cambio en la CFP. Incluso podria probar otra condicién, afadiendo ODQ que es un inhibidor
de asGC sin el agregado de IBMX,, para eliminar todo el GMPc del medio y que no se vuelva

a producir mas, limpiando asi el sistema y viendo la fluorescencia basal propia del biosensor.
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5.2 Expresion y estabilidad del biosensor CUTie2 en la mosca

Drosophila melanogaster

Existen en la literatura ejemplos de organismos multicelulares que expresan un biosensor de
GMPc. Sin embargo, ninguno de ellos tiene la capacidad de ser dirigido a tejidos o a células
como las moscas CUTie2 generadas en esta tesis. Recientemente se han utilizado ratones
transgénicos que expresan un biosensor de GMPc para estudiar diferentes temas. Estudios
realizados en cortes de cerebros de esos ratones mostraron que la aplicacion de NO causa un
aumento del GMPc en varias regiones del cerebro. Estudios previos muestran la presencia de
la via de senalizaciéon de NO-GMPc en esas regiones del cerebro (Peters et al., 2018). Otros
estudios realizados en ratones transgénicos que expresan un biosensor de GMPc basado en
FRET investigaron las sefiales vasculares de GMPc asociadas con la vasodilatacion in vivo
(Thunemann et al., 2013) y la produccién de GMPc en cardiomiocitos de rata (Schobesberger
et al., 2020). Estos biosensores tienen la desventaja de que se necesita generar un nuevo ratén
transgénico cada vez que se necesite estudiar un nuevo tejido o tipo celular. Esto conlleva
el tiempo de generaciéon de las construcciones sumado al tiempo de desarrollo del modelo

experimental.

Nuestras cepas de moscas transgénicas que expresan CUTie2 presentan ventajas frente a los
sistemas existentes en ratén relacionadas con el modelo experimental: bajo costo de man-
tenimiento, instalaciones sencillas, desarrollo desde embrién hasta adulto muy rapido com-
parado con mamiferos y existencia de numerosas herramientas genéticas, como por ejemplo
los cromosomas balanceadores y el sistema UAS-GAL4, que permite dirigir la expresion del
biosensor a un tipo celular de interés. Estas caracteristicas nos permitieron mantener el
biosensor tanto en heterocigosis como homocigosis y expresarlo en distintos tipos celulares.
Segun la literatura disponible a la fecha, esta es la primera vez que se obtiene la expresién
de un sensor de GMPc dirigible a tejidos especificos en un organismo multicelular, lo que

presenta una ventaja frente a los biosensores mencionados anteriormente.

Las cuatro cepas generadas durante el transcurso de esta tesis se encuentran disponibles
para la comunidad cientifica. Son mantenidas en el stock del Departamento de Biologia del

Neurodesarrollo en el IIBCE, donde realicé mi maestria y en el Departamento de Biologia
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de la Universidad de Friburgo donde trabaja el Dr. Boris Egger en Suiza, integrante del

proyecto Fondo Clemente Estable en el cual se inscribe el presente postgrado.

Las cepas heterocigotas corresponden fenotipicamente a lo esperado para los cromosomas
balanceadores utilizados en cada caso. Estos cromosomas sirven para estabilizar la mutacion
insertada y son utilizados en aquellos casos que se precise el gen de interés en heterocigosis,
ya sea porque se lo necesita asi para futuros cruzamientos o porque puede ser letal en
homocigosis (Greenspan, 2004). En ambos casos, solicitamos a la empresa que realiz6 las
microinyecciones que la construccion estuviera en heterocigosis para evitar la muerte de la
mosca en caso de que el biosensor provocara letalidad en homocigosis. Esta tltima hipotesis

la descarté al generar la cepa homocigota a partir de la heterocigota.

Durante los cruzamientos y experimentos realizados, tanto al crecer estas cepas como larvas
progenie de un cruzamiento de estas cepas con otras, observé un enlentecimiento en su
desarrollo. Comparando los tiempos entre la aparicién de larvas de estadio 1 y la subida por
las paredes del frasco de larvas de estadio 3, descubri que las cepas transgénicas demoraban
2 dias mas que otras cepas utilizadas en esta tesis, como por ejemplo UAS-GFP, tub-GALA4,
elav-GAL4 e insc-GAL4. Este dato lo obtuve de la experiencia de trabajar con estas moscas
y tomando anotaciones durante cada experimento. Sin embargd no realicé experimentos
particulares ni una cuantificacion de esta observacién. Se ha demostrado que infecciones
por Pseudomonas fluorescens provocan fenotipos letales y no letales en D. melanogaster,
incluido el retraso en el inicio de la metamorfosis y defectos morfolégicos en las moscas
adultas supervivientes (Olcott et al., 2010). Sin embargo, dado que no encontré bibliografia
sobre demora en el crecimiento en cepas transgénicas de D. melanogaster, esta particular
demora en el crecimiento me lleva a pensar que se podria deber al tamaifio de la construccién

insertada y que podria ocasionar un enlentecimiento en la replicaciéon del ADN.

Segun la literatura existente, tanto en mamiferos como en insectos, se sabe que algunos
tipos celulares se vuelven poliploides, aumentando su contenido de ADN para alcanzar un
tamano celular mayor (Sher et al., 2013, Edgar et al., 2014). En estudios realizados sobre
larvas de mosca y otros insectos, se analiz6 su adaptacién para crecer mas rapido mediante

la endoreplicacion del ADN, replicindolo en ausencia de mitosis (Reed and Orr-Weaver,
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1997, Edgar and Orr-Weaver, 2001). Este endociclo consta unicamente de fases alternas S
y G produciendo tejidos poliploides, siendo durante la fase S donde la heterocromatina y
las regiones eucromaticas especificas se replican insuficientemente y se reduce el niimero de
copias (Sher et al., 2013). Diversos estudios han demostrado que el bloqueo de determinados
endociclos durante el desarrollo larvario de D. melanogaster pueden provocar la muerte del
organismo (Schoenfelder et al., 2014). Existe literatura sobre cémo se pueden ver alterados
estos endociclos por cambios en la dieta, que afectan tanto el crecimiento de las larvas como
su desarrollo (Britton and Edgar, 1998, Contreras et al., 2021). Tal vez la insercién de la
construcciéon conteniendo el biosensor en el genoma de las cepas generadas, podria estar
provocando una demora en el crecimiento de las larvas relacionada al aumento del material
genético a replicar, sobre todo en aquellas células que se caracterizan por contar con ciclos

de endoreplicaciéon y al ser alterado influye en el crecimiento de la mosca.

En los ensayos ex vivo por citometria de flujo de células de cerebros larvarios disgregadas
demostramos un aumento en el porcentaje de células positivas luego del agregado de GMPc
y su consecuente vuelta a la situacion basal. Esto se corresponde con datos encontrados
en la bibliografia sobre el tiempo de vida medio del GMPc debido a su rapida degradacion
por parte de las fosfodiesterasas (Morton & Vermehren, 2007). Se demostr6 previamente
que este nucleédtido ciclico puede aumentar hasta 50 veces su concentracion intracelular al
activarse la via correspondiente y que su tiempo de vida es efimero (Friebe et al., 2020).
La rapida degradacion del GMPc, que al actuar como segundo mensajero no deberia estar
presente por un largo tiempo, me lleva a pensar en la posibilidad de medir esta variacion
con mediciones entre periodos mas cortos, con el fin de realizar una curva de porcentaje de
células positivas a lo largo del tiempo. Como yo observé un aumento al minuto de adicional
GMPec, y luego a los 5 minutos ya se habia revertido, quizas tomando una mediciéon cada 30
segundos sea suficiente para observar el aumento y el decrecimiento del porcentaje de células

positivas.

Por fluorimetria, no logré observar emisiéon de ninguno de los fluoréforos utilizando células
de cerebros disgregados. Se ha detallado que en cada hemisferio cerebral del cerebro larval se

pueden encontrar aproximadamente 98 neuroblastos (Homem and Knoblich, 2012). La poca
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cantidad de neuroblastos presentes en cada hemisferio, me hizo suponer en un inicio que
la falta de fluorescencia podria deberse a una baja cantidad celular y provocando una baja
cantidad del biosensor. Aumenté 10 veces la cantidad de cerebros con el fin de incrementar
la cantidad de biosensor, sin embargo, tampoco observé fluorescencia. Esto podria deberse
a que la estructura proteica del biosensor haya sido afectada durante la disgregacién o que
la turbidez del tubo post disgregacion bloqueara la emision de luz del fluorimetro y esta no

llegara al biosensor, pese a que la muestra fue filtrada.
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5.3 Analisis de FRET in vitro

Existen diversos tipos de biosensores para GMPc. Para la presente tesis optamos por un
biosensor FRET, debido a que permite realizar mediciones en tiempo real, lo que era funda-
mental ya que el tiempo de vida del GMPc es muy corto (Friebe et al., 2020). Previamente el
grupo del Dr. Sergio Pantano ya habia caracterizado in silico la funcionalidad del biosensor

CUTie2, indicando que mantenia una afinidad casi nativa (Klein et al., 2021).

Una de las principales caracteristicas que tiene que tener un buen par de fluoréforos para
FRET es que se superponga el espectro de emisiéon del dador con el de absorcién del aceptor.
Otro factor que influye es el Radio de Foster (Ry, distancia donde ocurre el 50% de FRET),
ya que la eficiencia de FRET depende en gran medida de la distancia que separa el par de

fluoréforos y su orientacion relativa (Piston and Kremers, 2007).

Es necesario mencionar dos términos importantes a la hora de medir el rendimiento de FRET
y del par de fluoréforos utilizados, por un lado, el rendimiento cudntico que hace referencia a
la probabilidad de emitir un fotén por cada fotén absorbido, y por otro lado el coeficiente de

extincion que es la absorbancia de un fluoréforo en su pico de excitaciéon (Lam et al., 2012).

Existen diversos pares de fluoréforos aptos para FRET. El primer par estable utilizado fue
el CFP-YFP, el mismo que utiliza el biosensor CUTie2. Sin embargo, hay algunos donantes
derivados de CFP como el mTurquoise2 que tiene el rendimiento cuantico mas alto dentro
de este tipo de donantes. Hay algunos YFP aptos para utilizar como par aceptor como por
ejemplo mVenus, que tienen mayor resistencia al pH y son mas fotoestables que el EYFP
(Bajar et al., 2016). Los biosensores FRET basados en el par CFP-YFP presentan un rango
dindmico FRET relativamente bajo cuando se utilizan en biosensores de quinasas. Esta
eficiencia podria aumentar cambiando el par de fluoréforos por LUMP-Venus, que tienen un
mejor rendimiento cuéntico, mejor rango dindmico y aumenta su eficiencia de FRET (Bajar
et al., 2016) o al par Clover-mRuby2, que son de los pares de fluoréforos rojo y verde més

brillantes (Lam et al., 2012).

La baja fluorescencia de CFP observada en nuestros ensayos podria deberse al par de fluo-

roforos, que si bien sigue siendo un buen par FRET, tanto YFP como CFP presentan bajo
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rango dinamico. También sufren de fototoxicidad de la luz de excitaciéon CFP y diafonia
espectral, ya que la luz de excitacién violeta del CFP puede ser fototéxica (Piston and Kre-
mers, 2007; Lam et al., 2012). Particularmente, la CFP tiene una baja fotoestabilidad y
su eficiencia es baja al producirse variaciones en el pH (Bajar et al., 2016), lo que podria
haber causado el apagado de la fluorescencia al fijar o montar en glicerol 80%. Si se tratase
de una pérdida en la intensidad de fluorescencia producto de la diseccién y la manipulacién
posterior de los cerebros, esta senal podria mejorar en ensayos in vivo al no tener que extraer
el cerebro de la mosca, incluso provocando un aumento en la eficiencia del biosensor, yaq
ue no seria expuesto al aire ni a la luz. Esto concuerda con ensayos realizados por otros
investigadores, donde demostraron que los coeficientes de extincién de los fluoréforos varian
incluso entre diferentes lineas celulares (Li et al., 1999). Por otro lado, en todos los ensayos
observé una menor fluorescencia de la CFP con respecto a la YFP, y esto podria deberse
a que la YFP posee un rendimiento cuéntico mayor que la CFP (Bajar et al., 2016). Una
posibilidad para observar mejor la fluorescencia de la CFP es realizar la toma de imégenes

en un microscopio confocal directo con inversiéon en agua.

Nuestros ensayos mostraron que luego del tratamiento con GMPc, aumenté el porcentaje de
células positivas a FRET volviendo al estado basal a los 5 minutos, lo que coincidiria con
la observacion de que en la mosca el aumento fisiolégico de GMPc es efimero y se degrada
rapidamente (Friebe et al., 2020). Teniendo en cuenta lo poco que se sabe sobre la dinamica
temporal de la senalizaciéon por GMPc, nuestros resultados permiten pronosticar que las
herramientas construidas durante este proyecto podrian permitir realizar experimentos que

aumenten el conocimiento cientifico sobre este tema.

En esta tesis demostramos un aumento en la intensidad de fluorescencia de YFP en células
transfectadas con el biosensor CUTie2, lo que podria indicar la activacién del FRET. Por lo
tanto, el aumento de intensidad de fluorescencia podria deberse a esta activacién. En todos
los casos observamos una senal basal previa al agregado de GMPc. Esto se debe a que existe
una senal basal de FRET en este tipo de biosensores, pero se busca en su diseno minimizarlo.
Este FRET basal puede estar causado porque la distancia entre ambos donantes no es la

suficiente para impedir que se produzca FRET atn sin ligando (Komatsu et al., 2011).
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En los ensayos de microscopia confocal observamos una pérdida de fluorescencia de CFP,
al cabo de un tiempo de diseccionar el cerebro y tras la fijacion. Esto coincide con bib-
liografia que indica que el apagado de la fluorescencia puede deberse a la interaccién con
moléculas que funcionan de “apagadores” disminuyendo su vida 1til o rendimiento cuantico
(Ishikawa-Ankerhold et al., 2012). Estos apagadores, al entrar en contacto con el fluoréforo
provocan que éste regrese a su estado fundamental sin la emisién de un fotén (Lakowicz,
2006). Debido a esto, para contrarrestar este “apagado” tuve que optar por montar los

cerebros inmediatamente en PBS y rapidamente analizarlos por la técnica utilizada.
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5.4 Conclusién y perspectiva a futuro

El principal hito en esta tesis de maestria fue la generacién del primer organismo transgénico
multicelular viable y funcional conteniendo un biosensor de GMPc capaz de ser dirigido a

distintos tejidos con un simple cruce, demostrando su correcta expresion y funcionalidad.

Durante este proyecto logré aprender una nueva técnica de clonado (clonado sin restriccion)
e implementarla exitosamente. También aprendi sobre mantenimiento de D. melanogaster, a
utilizar el sistema UAS-GAL4, a sexar pupas, a seleccionar tanto pupas como moscas adultas
segun rasgos fenotipicos caracteristicos, a diseccionar cerebros de larvas, a realizar inmuno-
marcacion de tejidos y montar cerebros para microscopia. También aprendi a transfectar
células de insectos, a generar lineas celulares estables, a realizar marcaciones en células y su

correcto montaje, a contar células en camara de Neubauer y a hacer estudios de viabilidad.

A su vez, di mis primeros pasos en el uso de R, pudiendo generar scripts para el andlisis
de datos por fluorimetria, analisis de intensidad de fluorescencia por pixel y mejora del
script disponible en el laboratorio para el analisis de datos de citometria de flujo mediante
gates en R para comparar distintos tiempos de induccién y distintas condiciones. Mejoré
mis habilidades en el manejo de la plataforma ImageJ para el andlisis de imagenes de

microscopia confocal.

También obtuve la categoria de usuaria independiente del microscopio confocal ZEISS LSM
800 del Instituto de Investigaciones Biol6gicas Clemente Estable (IIBCE), culminé con un
puntaje de 100/100 el entrenamiento en citometria de flujo del Institut Pasteur de Montev-
ideo, especializandome en el citometro de flujo Attune Nxt, y aprendi a utilizar el fluorimetro,

ya sea para muestras Uinicas o en secuencia temporal.

Logré expresar satisfactoriamente el biosensor CUTie2 en dos modelos experimentales dis-
tintos, en células S2 y en la mosca D. melanogaster, pudiendo analizar la fluorescencia de los
fluoréforos que lo componen y haciendo un analisis in vitro del FRET frente al tratamiento

con GMPec.

Este trabajo de tesis de posgrado puede ser visto como el puntapié inicial que permitira

la realizacion de ensayos in vivo sobre la variaciéon de los niveles de GMPc y permitira
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hacer diversos ensayos ez vivo e in vitro, con la versatilidad de poder dirigir su expresion
a diversos tipos celulares, gracias al sistema GAL4-UAS. Este sistema permite solventar la
desventaja de otros biosensores en mamiferos mencionados anteriormente, que carecen de

esta posibilidad de ser dirigidos a diferentes tejidos.

Como perspectiva a futuro, creo que este biosensor tiene mucho para dar. Con las cepas
transgénicas (células y moscas) se pueden hacer estudios como andlisis de fasores mediante
microscopia confocal multiespectral. Estos experimentos se estan llevando a cabo por el
Dr. Prieto y colegas de la Unidad de Imagenologia avanzada del Institut Pasteur de Monte-
video, en los que se puede visualizar de forma cuantitativa la sefial de FRET. Sin embargo,
esta técnica presenta como limitante que solo se puede analizar un unico plano xy y esto
se debe a que se produce un barrido espectral completo del plano xy, por lo que los espec-
tros de emision suelen ser amplios y se extienden a multiples canales espectrales y requiere

algoritmos de anélisis complejos (Fereidouni et al., 2012).

Las moscas transgénicas, ya sea en homocigosis como en heterocigosis se encuentran
disponibles para la comunidad cientifica en el stock del Departamento de Biologia del
Neurodesarrollo dirigido por el Dr. Rafael Cantera en el Instituto de Investigaciones

Biologicas Clemente Estable y seran enviadas a cualquier colega que las solicite.

Cuando esté disponible la microscopia de dos fotones en nuestro pais, se podran hacer analisis
in vivo utilizando estas moscas transgénicas y sometiéndolas a hipoxia controlada compara-
ndo estos resultados con normoxia, para ver el efecto de distintas concentraciones de Oq

utilizando el FRET del biosensor in vivo.

Las cepas de moscas y la linea celular S2 CUTie2 generadas en esta tesis se pueden utilizar
también para realizar ensayos de medicion y curvas de tiempo medio de vida de GMPc, para
aumentar los conocimientos sobre su cinética como segundo mensajero. En el caso de las
moscas, la utilizacion del sistema UAS-GAL4 permitirda medir la actividad y cinética del

GMPec en diferentes tipos celulares.
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ANEXO

I. Cebadores utilizados para el clonado sin restricciéon
A) pMT_GMPc_ Fw

5-GTGCAACTAAAGGGGGGATCCGATCATGCGGACCGGACTGATCAAACATA-3’

B) pMT_GMPc_Rv
5-TCGATCGAGGCTGATCAGCGAGCTCTAAAAAATACAGTTCATCCATCCCCAGG-

37

C) pUASTattB_ GMPc_ Fw
5-TCTGAATAGGGAATTGGGAATTCGTGAATTCATGCGGACCGGACTGATCAAACATA-
37

D) pUASTattB_ GMPc_ Rv

5-ATACAGTTCATCCATCCCCAGGTAACTCGAGAAAATACAGTTCATCCATCCCCAGG-
37
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II. Secuencias y mapas de vectores utilizados
A) Secuencia biosensor de GMPc CUTie2.

5-AAGCTTGCCATGCGGACCGGACTGATCAAACATACTGAATACATGGAGTTC
CTGAAGAGCGTGCCTACTTTCCAGAGCCTGCCTGAAGAAATCCTGTCCAAGC
TGGCCGACGTGCTGGAGGAGACACACTACGAGAATGGCGAGTATATCATCCG
GCAGGGCGCCCGCGGCGATACATTCTTTATCATCTCTAAGGGCACCGTGAAC
GTGACAATGAAGCGCAAGGGCAAGAGCCCAGTGGCCACCATGGTGTCCAAGG
GCGAGGAGCTGTTCACAGGCGTGGTGCCCATCCTGGTGGAGCTGGACGGCGA
TGTGAATGGCCACAAGTTTAGCGTGTCCGGAGAGGGAGAGGGCGACGCAACC
TACGGCAAGCTGACACTGAAGTTCATCTGCACCACAGGCAAGCTGCCCGTGC
CTTGGCCAACCCTGGTGACCACATTCGGCTACGGCCTGCAGTGTTTTGCCCG
GTATCCTGACCACATGAAGCAGCACGATTTCTTTAAGAGCGCCATGCCAGAG
AGGGCTACGTGCAGGAGAGGACAATCTTCTTTAAGGACGATGGCAACTATAA
GACCAGAGCCGAGGTGAAGTTCGAGGGCGACACACTGGTGAACCGGATCGAG
CTGAAGGGCATCGACTTTAAGGAGGATGGCAATATCCTGGGCCACAAGCTGG
AGTACAACTATAATAGCCACAACGTGTACATCATGGCCGATAAGCAGAAGAAC
GGCATCAAGGTCAATTTCAAGATCAGGCACAATATCGAGGACGGCTCCGTGC
AGCTGGCCGATCACTATCAGCAGAACACCCCTATCGGCGACGGACCCGTGCT
GCTGCCTGATAATCACTACCTGTCCTATCAGTCTGCCCTGAGCAAGGACCCA
AACGAGAAGAGAGATCACATGGTGCTGCTGGAGTTTGTGACCGCAGCAGGAA
TCACACTGGGAATGGACGAGCTGTACAAGTCCGGCCTGAGGTCTAGAGCACA
GGCCAGCGAGGATCCAGTGGAGGAGAATGGAGCAGTGGAGTTCCTGCGGACC
CTGGGCAAGGGCGACTGGTTTGGCGAGAAGGCCCTGCAGGGAGAGGATGTGC
GGACCGCAAACGTGATCGCAGCAGAGGCCGTGACATGCCTGGTCATCGACCG
CGATTCCTTCAAGCACCTGATCGGCGGCCTGGACGACGTGAGCAATAAGGCC
TATGAGGACGCCAGTAAAGGCGAGGAGCTGTTTACCGGCGTGGTGCCTATCC
TGGTCGAACTGGACGGCGATGTGAACGGACACCGCTTCTCTGTGAGCGGCGA
AGGAGAGGGCGATGCCACTTATGGCAAGCTGACACTGAAGTTTATCTGTACT
ACCGGCAAGCTGCCTGTCCCATGGCCAACCCTGGTCACCACACTGACATGGG
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GCGTGCAGTGTTTCTCCAGGTATCCCGATCATATGAAACAGCATGATTTCTTT
AAGTCTGCCATGCCTGAAGGATACGTGCAGGAGCGCACCATCTTCTTTAAAGA
TGACGGAAACTATAAGACCAGGGCTGAAGTCAAATTTGAAGGCGACACACTGG
TGAATAGAATTGAGCTGAAGGGAATTGACTTTAAGGAAGATGGCAACATCCTG
GGACATAAGCTGGAATATAACTATATCTCTCACAACGTGTACATCACAGCCGA
CAAACAGAAGAACGGCATCAAGGCGCACTTCAAGATCAGACATAACATCGAGG
ACGGCAGTGTCCAGCTGGCCGATCACTACCAGCAGAACACCCCAATCGGCGAC
GGACCAGTGCTGCTGCCCGATAATCACTATCTGTCCACACAGTCTGCCCTGTC
CAAAGACCCTAACGAGAAGCGGGATCACATGGTGCTGCTGGAATTTGTGACCG
CCGCTGGCATTACCCTGGGGATGGATGAACTGTATAAATAACTCGAG-3’

Secuencia del biosensor CUTie2
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B) Mapa del biosensor GMPc

Mapa del biosensor mostrado de forma circular, con los puntos de corte de enzimas de

restriccion que posee.
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C) Mapa del vector pUAST usado como molde.

Se visualizan los sitios de corte que posee el vector y la secuencia donde pegan los cebadores
generados para el clonado sin restriccion, asi como también los origenes de replicacion, sitios

de corte y secuencias caracteristicas de este vector detalladas en materiales y métodos.
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D) Mapa del vector pMT usado como molde.

Se observan los puntos de corte de diferentes enzimas de restriccion que posee el vector y se
marca el sitio de pegado de los cebadores generados para el clonado. También se visualizan

las secuencias caracteristicas de este vector ya detalladas en materiales y métodos.
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E) Mapa del vector pUAST + CUTie2.

Se muestra la zona del vector pUAST donde se clond el biosensor. El nimero 1 representa
el inicio y el 2 el final del mega-cebador generados en la primer ronda de PCR del clonado

libre de restriccion.
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F) Mapa del vector pMT + CUTie2.

Se muestra la zona del vector pMT donde se clond el biosensor. El nimero 1 representa el
inicio y el 2 el final del mega-cebador generados en la primer ronda de PCR del clonado libre

de restriccion.
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IT1. Alineamientos

A)
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} biosensor_cGMP 265
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Plorr rrrrrrrerrrrrrrrerrrrerrrrrrrrerrrtrrrrrrerr e e et e e e e e e e
2 ACTTAGT-AATACATGGAGTTCCTGAAGAGCGTGCCTACTTTCCAGAGCCTGCCTGAAGAAATCCTGTCCAAGCTGGCCGACGTGCTGEAGGAGACACAC

230 AGAGCCCAGTGGCCACCATGGTGTCCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACAGGCGTGGTGCCCATCCTGGTGBAGCTGGACGECGATGTGAATGGCCACAAGTT
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201 AGAGCCCAGTGGCCACCATGGTGTCCAAGGGCGAGBAGCTGTTCACAGGCGTGGTGCCCATCCTGGTGBAGCTGGACGECGATGTGAATGGCCACAAGTT
330 TAGCGTGTCCGGAGAGGGAGAGGGCGACGCAACCTACGGCAAGCTGACACTGAAGTTCATCTGCACCACAGGCAAGCTGCCCBTBCCTTBGCCAACCCTE
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Figura : Resultado de la secuenciaciéon de la construcciéon pMT CUTie2

En la figura se muestra el alineamiento de los primeros 600pb de la construccion enviada a

secuenciar a Macrogen (Corea del Sur) con la secuencia original de la construccion, alineados

con la secuencia del biosensor. A) Secuencia correspondiente a la secuenciacion realizada

con el cebador Fw; B) Secuencia correspondiente a la secuenciacion realizada con el cebador

Ruv.
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[NEEENE! LI 1 [y AR [ARNSNEE! 11 111 11l
~AGAAATCA----- TGCTGTTTCA- - -TATGATCG- - - - - GGATAC- - -CTGGAGAA- -~ -~ ———— - A A T T CACGCG---------

Resultado de la secuenciacion de la construccion pUAST _CUTie2

En la figura se muestra el alineamiento de los primeros 600pb de la construccion enviada a

secuenciar a Macrogen (Corea del Sur) con la secuencia original de la construccion, alineados

con la secuencia del biosensor. A) Secuencia correspondiente a la secuenciacion realizada

con el cebador Fw; B) Secuencia correspondiente a la secuenciacion realizada con el cebador

Rw.
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