BIBLIOTECA CENTRAL LUIS F LELOIR

BibliOteca Digital BIBLIOTECA CENTRAL]_E’LOIR

F c E N - U B A FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS Y NATURALES UBA

Tesis Doctoral

Estudio de dinamica de
biomoléculas en sistemas complejos
mediante la combinacién de técnicas

avanzadas de microscopiay
simulacion computacional

Angiolini, Juan Francisco

2017-12-21

Este documento forma parte de la coleccion de tesis doctorales y de maestria de la Biblioteca
Central Dr. Luis Federico Leloir, disponible en digital.bl.fcen.uba.ar. Su utilizaciéon debe ser
acompafiada por la cita bibliografica con reconocimiento de la fuente.

This document is part of the doctoral theses collection of the Central Library Dr. Luis Federico
Leloir, available in digital.bl.fcen.uba.ar. It should be used accompanied by the corresponding
citation acknowledging the source.

Citatipo APA:

Angiolini, Juan Francisco. (2017-12-21). Estudio de dindmica de biomoléculas en sistemas
complejos mediante la combinacién de técnicas avanzadas de microscopia y simulacién
computacional. Facultad de Ciencias Exactas y Naturales. Universidad de Buenos Aires.

Citatipo Chicago:

Angiolini, Juan Francisco. "Estudio de dindmica de biomoléculas en sistemas complejos
mediante la combinacién de técnicas avanzadas de microscopia y simulacién computacional”.
Facultad de Ciencias Exactas y Naturales. Universidad de Buenos Aires. 2017-12-21.

EXACTAS

Facultad de Ciencias Exactas y Naturales

) UBA

Universidad de Buenos Aires

Direccidn: Biblioteca Central Dr. Luis F. Leloir, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Universidad de Buenos Aires. Contacto: digital@bl.fcen.uba.ar

Intendente Giiiraldes 2160 - C1428EGA - Tel. (++54 +11) 4789-9293



http://digital.bl.fcen.uba.ar
http://digital.bl.fcen.uba.ar
mailto:digital@bl.fcen.uba.ar

-DE - By,
qg’\glkD ENO\S..
Ng FACULTAD

DE

CIENCIAS EXACTAS
3 YNATURALES

04,’!»

UNIVERSIDAD DE BUENOS AIRES
Facultad de Ciencias Exactas y Naturales

Departamento de Quimica Biolégica

Estudio de dindmica de biomoléculas en
sistemas complejos mediante la combinacion de
técnicas avanzadas de microscopiay simulacion

computacional

Tesis presentada para optar por el titulo de Doctor de la Universidad de Buenos
Aires en el area Quimica Bioldgica

Juan Francisco Angiolini

Directores de Tesis: Dra. Valeria Levi
Dr. Esteban Mocskos
Consejero de Estudios: Dr. Marcelo Marti

Lugar de trabajo: Laboratorio de Dinamica Intracelular. Departamento de
Quimica Biologica, IQUIBICEN, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales,
Universidad de Buenos Aires.

Buenos Aires, 2017



Estudio de dinamica de biomoléculas en sistemas complejos mediante la
combinacion de técnicas avanzadas de microscopia y simulacion

computacional

En las ultimas décadas, la espectroscopia de correlacidon de fluorescencia (FCS) se
convirtié en un grupo de técnicas ampliamente usadas para estudiar la dinamica de
moléculas en sistemas de diversa complejidad. Estas técnicas son minimamente
invasivas y permiten determinar con alta resolucidén espacio-temporal coeficientes de
difusidon, constantes cinéticas e interacciones moleculares tanto in vivo como in vitro. En
este trabajo de tesis, desarrollamos una combinacién de métodos de FCS y simulaciones
computacionales para comprender procesos difusivos en sistemas complejos. Las
herramientas y conocimientos obtenidos fueron aplicados al estudio de la dindmica de
factores de transcripcion en embriones tempranos de ratén y al estudio de la difusion

en sistemas porosos ordenados.

Una pregunta muy importante en el campo de desarrollo embrionario es en qué
momento del desarrollo las células que componen el embridon de mamiferos comienzan
a ser diferentes entre si y cdmo estas diferencias influencian el destino de las células
hijas. Para responder esta pregunta, utilizamos FCS y caracterizamos la dinamica de
ciertos factores de transcripcién (i.e. Sox2, Oct4 y Cdx2) en el nucleo de las células de
embriones tempranos de ratén. Ademas, para interpretar los resultados obtenidos
desarrollamos FERNET (Fluorescence Emission Recipes and NumeErical routines Toolkit),
una herramienta que permite simular experimentos de FCS en escenarios mas

complejos y realistas.

Nuestro analisis permitié determinar que los datos de FCS pueden ser interpretados por
un modelo que considera que los factores de transcripcién difunden en el nucleo celular
e interactian con dos poblaciones de sitios en la cromatina, con distintos tiempos de
interaccidon. Estos estudios permitieron determinar que cuando el embridn esta
formado por tan sélo por cuatro células ya existen diferencias en la interaccién de Sox2

con el ADN, las cuales se correlacionarian con el linaje final de la progenie celular.



En una segunda etapa, exploramos la difusién de sondas fluorescentes en films de
oxidos mesoporosos, materiales sumamente relevantes por sus posibles aplicaciones
como sensores, catalizadores, y para la adsorcidén de gases. A diferencia del escenario
anterior, en este caso el sistema es altamente restringido y la geometria es estatica.
Nuestros estudios permitieron caracterizar la influencia de ciertas propiedades del film
(i.e. tamafio de poros y cuellos) en la difusién de una sonda fluorescente. Con el fin de
comprender las tendencias observadas en los experimentos realizamos simulaciones

estocasticas en sistemas periddicos con potenciales simples.

Palabras claves: microscopia de fluorescencia, espectroscopia de correlacién de
fluorescencia, simulaciones computacionales, difusién, factores de transcripcion,

desarrollo embrionario, materiales mesoporosos.



Dynamics of biomolecules in complex systems unveiled by the
combination of advanced microscopy techniques and computational

simulation

In the last decades, fluorescence correlation spectroscopy (FCS) became a widely used
group of techniques for the study of molecular dynamics in systems with diverse
complexity. These techniques are noninvasive and allows the determination of in vivo
and in vitro diffusion coefficients, kinetic constants and molecular interactions with high
spatiotemporal resolution. In the present thesis work we developed and employed a
combination of FCS methods and computational simulations to study the underlying
processes in the motility of molecules in complex systems. The tools and knowledge
obtained was applied to the study of transcription factor dynamics in early mouse

embryos and diffusion in ordered porous systems.

One of the most important questions in this field is when the cells of an embryo begins
to behave differently and how these differences influences its cell fate. To answer this
qguestion, we employed FCS to study the interaction between certain transcription
factors involved in embryonic development with chromatin in early mouse embryos.
Moreover, we developed FERNET (Fluorescence Emission Recipes and NuméErical
routines Toolkit) to aid in the results interpretation, a toolkit to simulate FCS

experiments in more complex and realistic scenarios.

Our analysis allowed us to determine that the experimental data could be explained by
a model that considers two distinctly binding sites populations, each with its
corresponding residence time. By performing single cell FCS experiments we determined
that when the embryo is at its 4-cell stage Sox2 interacts differently with DNA.
Moreover, those cells with more Sox2-DNA interaction shows a greater predisposition

to form the embryo inner mass.

Secondly, we explored the diffusion of fluorescent dyes in mesoporous oxide films. Due
to the relevance of these materials as sensors, catalysts, gas sorption, among other uses,

we studied the diffusion of molecules inside the films. We observed how properties of



the material, such as pore size, pore connectivity and coating restrict and influences the
mass transport inside these materials. In contrast with the previous scenario, this
material represents a highly restricted and static system, with dimensions clearly
defined and partially known. To replicate and explain the observed tendencies in the
experimental data we performed stochastic simulations in periodic systems with simple

and easy to implement potentials.

Keywords: fluorescence microscopy, fluorescence correlation spectroscopy,
computational simulations, diffusion, transcription factors, embryonic development,

mesoporous materials.
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Introduccion




Capitulo 1: difusion en sistemas complejos y herramientas para su
estudio

1.1 Motivacion: épor qué estudiar difusion en sistemas complejos?

Muchos procesos quimicos dependen de la interaccidon entre moléculas distintas. Para
gue esto ocurra, las mismas deben encontrarse en el tiempo y el espacio. En sistemas
sencillos, resulta trivial predecir tedricamente la probabilidad de estos encuentros v,
como consecuencia, predecir pardmetros del proceso tales como velocidades de
reaccidon y constantes termodindmicas. Pero en entornos complejos, hiperpoblados,
donde las moléculas interactian con otros compuestos, son obstruidas en su
movimiento o quedan excluidas de ciertas regiones la prediccién es mucho mas dificil y,
como consecuencia, no resulta sencillo entender los mecanismos por los cuales las

reacciones quimicas ocurren.

El estudio de la difusion en medios complejos o desordenados resulta de gran interés y
necesidad debido a que muchos de los materiales encontrados en la naturaleza son
desordenados. Para estos materiales, las teorias cldsicas de transporte en sistemas
ordenados no se aplican y, en particular, la difusién de moléculas dentro de estos
materiales resulta andmala. La literatura sobre el estudio de este fendmeno es de por si
demasiado extensa, en particular nos centraremos en los dos sistemas estudiados
durante el desarrollo de este trabajo de tesis: matrices inorganicas[1-4] y entornos

celulares[5-10].

Como fue mencionado anteriormente, no solo la difusion de las moléculas se ve
afectada por este entorno complejo, ademas afecta velocidad de reacciones y
constantes de equilibrio, entre otras propiedades [11]. En consecuencia, no es inusual
encontrar discrepancias entre observaciones de procesos biolédgicos realizados en
ensayos in vitro, en los cuales los componentes son aislados y los procesos generalmente
estudiados en soluciones acuosas y aquellas observaciones realizadas en células[12-14].
Por lo tanto, resulta de interés estudiar la difusion de moléculas dentro de esos sistemas

in vivo con técnicas no invasivas. A continuacion, se detallardn conceptos basicos de



difusién, cdmo un entorno complejo como la célula la afecta y técnicas para estudiar la

difusion.

1.2 Difusion

1.2.1 Difusion libre

Desde los trabajos pioneros de Einstein y von Smoluchowski[15, 16], es universalmente
aceptado que el transporte de particulas mesoscépicas (desde atomos a particulas
micrométricas) en solventes simples estd regida por difusién Browniana. El movimiento
o difusiéon Browniana es el movimiento azaroso de particulas suspendidas en un fluido
(liquido o gas) resultante de las colisiones con los atomos o moléculas que integran el

fluido[17] (Figura 1.1).

Figura 1.1: esquema de difusion Browniana. La trayectoria azarosa (linea azul) de la particula (circulo
rojo) es ocasionada por las colisiones con particulas del fluido (circulos negros).

Quizas el ejemplo mas claro de difusidn sea la dispersion de una gota de tinta en un
solvente. Con el paso del tiempo, las moléculas de tinta difunden y se observa su
presencia en zonas cada vez mas alejadas del punto de origen, hasta distribuirse de

manera homogénea en la solucidn (Figura 1.2).
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Figura 1.2: evolucion temporal (izquierda a derecha) de la dispersion de moléculas de tinta en un
solvente acuoso. Extraido de [18]

La evolucién en el espacio y el tiempo de las moléculas se denomina comunmente perfil
difusional y fue estudiada tedricamente por Einstein. Al considerar el movimiento
colectivo de las particulas brownianas, Einstein llegd a la siguiente solucién analitica

para el perfil de difusién unidimensional[19]:

—x2

N
——exp|—— Ec.(1.1)
VanDt P\ 4Dt

p(x,t) =

donde N es el nimero de particulas y D es el coeficiente de difusidn, una constante de
proporcionalidad entre el flujo molar de una particula y el gradiente de concentracién

de la misma, que es la fuerza motriz de la difusion[20].

A partir de esta expresién (una distribucién normal con p = 0y 62 = 2Dt), podemos
observar que el primer momento de la distribucidn es nulo, indicando que la direccién

de movimiento de la particula es equiprobable. Por otro lado, el segundo momento no



es nulo, y a partir del mismo se deduce la ecuacion del desplazamiento cuadratico medio

(mean squared displacement, MSD)
MSD (1) = (Ax(1)?) = 2Dt Ec.(1.2)

donde Ax(7) es la distancia recorrida por una molécula luego de un tiempo de retardo

7. En su forma mas genérica, la ecuacién 1.2 se puede escribir como

MSD(7) = (AF(D)°) = 2nDr Ec.(1.3)

donde n es la dimensionalidad del sistema (1, 2 6 3 para difusién en 1, 2 y 3 dimensiones,

respectivamente).

1.2.2 Difusién andmala

Habitualmente la relacién descripta por la ecuacién 1.3 no se verifica en medios mas
complejos, y el proceso se denomina "difusion anémala". Esta denominacién involucra

una relacién empirica no lineal entre el desplazamiento cuadratico medio y el tiempo:
MSD = At“ Ec.(1.4)
donde A es una constante y a es el coeficiente de difusién anédmala[21].

Si a > 1, el proceso se denomina superdifusidon, mientras que valores inferiores a 1
determinan un proceso subdifusivo. Estas definiciones no proveen informacidn acerca
de los procesos que causan difusidén andmala, los cuales, como veremos mas adelante,
pueden ser muy variados. En la Figura 1.3 se presenta un esquema del comportamiento

esperado para el MSD para tres tipos muy sencillos de difusién.



MSD (T)T super-difusion, MSDoc D%, o > 1

difusion libre, MSDoc Dt

sub-difusion, MSD ocDt%, o < 1

Figura 1.3: relacion entre el MSD y el tiempo de retardo para los tres casos de difusion: difusion libre
(azul), super-difusion (rojo) y sub-difusion (verde).

En el entorno celular, el comportamiento superdifusivo es cominmente observado en
fenédmenos de transporte activo mediado por motores moleculares[22, 23]. En este
caso, el transporte es guiado sobre segmentos de filamentos curvilineos con la
posibilidad de cambios de direcciones por este motivo, los valores de coeficientes
andmalos se encuentran entre 1 < a < 2, siendo el limite superior denominado

difusion balistica.

Por su gran relevancia en numerosos sistemas, el comportamiento subdifusivo de
moléculas ha sido estudiado experimental y tedricamente. En las siguientes secciones,
describiremos en detalle dos procesos que pueden dar lugar a subdifusién y son

relevantes para el desarrollo de este trabajo de tesis.

1.2.2.1 Difusion anomala causada por colisiones con obstdculos

El fendmeno de subdifusién ocasionado por colisiones con obstaculos puede ser
explicado intuitivamente tal como se ilustra en la Figura 1.5: los choques entre las

particulas que difunden y los obstaculos restringen la movilidad de las mismas y como



consecuencia, su movimiento se retrasa respecto al de una particula moviéndose

libremente.

Figura 1.4: comparacidn entre difusion libre (panel superior) y subdifusién ocasionada por choques con
obstdculos (panel inferior). En ambos casos, la flecha denota una trayectoria de igual duracién temporal.
En el caso de choques con obstdculos, la distancia recorrida en este periodo de tiempo es menor.

Saxton et al. [9] estudiaron mediante simulaciones de Monte Carlo (similares a las que
se describirdn en la secciéon 1.4) la difusion de moléculas en un amplio rango de
concentracion de obstaculos distribuidos al azar hasta el umbral de percolado [10, 24].

En la Figura 1.5 se presenta uno de los resultados obtenidos en este trabajo tedrico.
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Figura 1.5: grdfico logaritmico del MSD para distintas concentraciones de obstdculos. La pendiente de
cada linea es equivalente al coeficiente de difusion anomala. Adaptado de [9].

El pardmetro C representa una normalizacién de la concentracién de obstaculos: a
mayor valor de C, mayor concentracién de obstaculos. En un grafico logaritmico del
MSD, la pendiente corresponde al coeficiente andmalo a (ecuacion 1.4). Estos
resultados demuestran que, al aumentar la concentracion de obstaculos, las
trayectorias se vuelven mds tortuosas y como consecuencia, la anomalia (reflejada en el
pardametro a) aumenta. Dado que la probabilidad de encontrar la molécula en un
instante de tiempo a una dada distancia es menor para el escenario con obstaculos, su

MSD es menor (Figura 1.3).

Estos autores también verificaron que, a tiempos de retardo largos, se observaria una
transicién a un régimen de difusion normal. Esta dependencia temporal se puede
observar en un grafico logaritmico del cociente entre el MSD y el tiempo de retardo en
funcién del tiempo de retardo. Al reescribir la ecuacidon 1.4 de esta manera, una

pendiente horizontal corresponde a difusion libre (Figura 1.6).
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Figura 1.6: grdfico logaritmico del cociente MSD/t para distintas concentraciones de obstdculos. En este
grdfico, una pendiente horizontal representa difusion normal (o = 1). Adaptado de [9].

Esta transicidon entre regimenes puede ser explicada al observar el entorno de las
moléculas en cada escala temporal. A tiempos de retardo cortos, la difusion de las
moléculas es tortuosa debido a los obstaculos. Sin embargo, a tiempos de retardo
mayores, el espacio explorado por las moléculas es mds homogéneo (ya que los
obstaculos se distribuyen al azar), ocasionando una difusién aparentemente normal,
pero con un coeficiente de difusion efectivo menor. El punto de quiebre entre ambos
regimenes depende de la concentracién de obstaculos, como se puede observar en la

Figura 1.6.

Estos modelos se han aplicado para caracterizar la difusion de moléculas en entornos
atestados como células vivas. Por ejemplo, Di Rienzo et al.[6] y Baum et al.[5] estudiaron
la difusiéon de GFP en el citoplasma mediante técnicas de correlacion de fluorescencia
(descriptas en la seccion 1.3.2). En este trabajo, los autores observaron un
comportamiento difusivo andmalo vy sugirieron que el mismo se debia al

comportamiento viscoelastico del medio intracelular. Estos resultados implican que



moléculas tan chicas como GFP (un cilindro de 42 A de largo por 24 A de diametro[25])
ya presentan comportamiento andmalo, ilustrando el impacto del entorno atestado en

cualquier proceso bioldgico que requiera una precisa regulacién espacial de moléculas.

Si bien en una primera instancia se puede pensar que los entornos atestados reducen la
velocidad de una reaccién, se ha demostrado que este no es el caso en ciertas
condiciones experimentales. En particular, Guigas et al.[8] demostraron que la difusidon
andmala ocasionada por entornos atestados, en vez de entorpecer los procesos
celulares relacionados a eventos de unién, aumentan la probabilidad de los mismos,
debido a que reducen el espacio a explorar por las moléculas previo a encontrar su sitio

de union.

1.2.2.2 Difusion anomala causada por interacciones

El segundo mecanismo propuesto para explicar procesos de difusién anémala es el de
interacciones con blancos fijos o moéviles. De manera similar al caso anterior, la
interaccidn con sitios de unidn retrasa la difusiéon de las moléculas, ocasionando que

recorran una distancia menor comparada con el caso de difusion libre (Figura 1.7).
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Figura 1.7: comparacion entre difusion libre (panel superior) y subdifusion ocasionada por interaccion
con sitios de union (panel inferior). En ambos casos, la flecha denota una trayectoria de igual duracion
temporal. En el caso de interaccion con sitios de union, la distancia recorrida en ese tiempo es menor.

En particular, Saxton estudié tedéricamente el fenémeno de difusion anémala causada
por interacciones[26]. La motivacién fundamental de este estudio era comprender si la
interaccidn con proteinas de membrana que actiian como sitios de unién puede ser
responsable de la difusién andmala de sus ligandos. Entre los modelos estudiados se
encuentran sitios de unién puntuales fijos que unen moléculas cercanas, poblaciones de
sitios con distribuciones de energias de unidn y modelos de valle y montafias para los

perfiles energéticos, observando difusion andmala en la cercania de los sitios de unién.

En dos trabajos seminales, Platani et al.[27, 28] estudiaron la difusiéon de cuerpos de
Cajal en el nucleo de células HelLa; mencionamos en particular este trabajo ya que en la
presente tesis exploraremos ciertos procesos difusivos en el nucleo celular. Los autores
verificaron que estos cuerpos presentan difusiéon anémala caracterizada por a = 0.67,
en un intervalo de tiempo muy grande (segundos a horas). Al tratar las células con un
inhibidor de la transcripcidon (actinomicina D) observaron una difusién mas rapida y
menos andmala (i.e. un valor de alfa mas préximo a 1). Por otra parte, al privar a la célula
de energia la difusién se vuelve mas rapida y la ventana temporal de la difusion andmala
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mas corta. Los autores concluyeron que esta difusion andmala varia con la funcién
bioldgica y provee informacién sobre posibles interacciones entre, en este caso, los

cuerpos de Cajal y sitios de transcripcion.

Similarmente, Markovitz et al.[29] estudiaron cdmo la interaccién de proteinas con ADN
se ve facilitada por una difusién andmala ocasionada por la reduccién en el espacio a
explorar. Esta difusion facilitada, que combina difusién 3D junto con deslizamiento
sobre el ADN y saltos entre segmentos, aumenta la efectividad en la busqueda de sitios

de unidén. Estos mecanismos seran profundizados en el capitulo 2 debido a su relevancia

para este trabajo de tesis.

Estas contribuciones iniciales en el drea abrieron las puertas a numerosas preguntas
relacionadas con los mecanismos de reaccion en el nucleo celular, las cuales
comenzaron a ser respondidas con la aparicidn de técnicas avanzadas de microscopia de
fluorescencia, herramientas que permitieron observar el movimiento de moléculas in

situ.

1.3 Herramientas de estudio para mecanismos de difusion

1.3.1 Microscopia confocal

El desarrollo de la microscopia confocal fue, y continlda siendo, impulsado por el deseo
de investigar procesos bioldgicos in vivo. La invencién del microscopio confocal es
atribuida a Marvin Minsky, quien construyd un microscopio confocal en 1955 para
obtener imagenes de redes neuronales en preparados de cerebros[30]. Todos los
microscopios confocales modernos, por definicién, emplean el mismo principio de

obtencidon de imagenes confocales patentado por Minsky en 1957[31], aunque el

término confocal fue introducido muchos afios después[32].

En el microscopio original de Minsky, la fuente de iluminacidon puntual se lograba
colocando una apertura confocal (pinhole) frente a una ldmpara de arco de zirconio. La
fuente de luz puntal era enfocada sobre la muestra y la luz que atravesaba la misma se

enfocaba por un segundo objetivo sobre un segundo pinhole ubicado en un plano
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conjugado o confocal. La luz que atraviesa el segundo pinhole impacta sobre un
fotomultiplicador de bajo ruido que produce una sefial proporcional a la intensidad de

luz recolectada (Figura 1.8).

Figura 1.8: esquema del microscopio confocal de luz transmitida de Minsky. La fuente de luz puntual es
generada por una ldmpara de zirconio (A) y un pinhole posicionado frente a la misma (B). La luz es
enfocada por un objetivo (C) sobre la muestra (D), y la luz que atraviesa la misma es enfocada por un
segundo objetivo (E) sobre un segundo pinhole (F). La luz que atraviesa la muestra es recolectada por un

fotomultiplicador (G). Adaptado de [33].

La clave de la microscopia confocal es la eliminacion de la luz proveniente de planos que
no sean el plano focal utilizando un pinhole para rechazar la luz fuera del plano focal.
Minksy también describié una versién del microscopio confocal que utiliza luz reflejada,
un unico objetivo y un arreglo de espejos dicroicos (Figura 1.9). Este arreglo
experimental elimind la tediosa tarea de alinear 6pticamente dos objetivos al utilizar un
Unico objetivo para la iluminacién y deteccién. Este disefio de epi-iluminaciéon es la

configuracion basica de los sistemas confocales modernos utilizados hasta el dia de hoy.
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Figura 1.9: esquema del microscopio confocal de epiiluminacion de Minsky. La fuente de luz puntual es
generada por una ldmpara de zirconio (A) y un pinhole posicionado frente a la misma (B). La luz es
reflejada por un espejo dicroico (C) y enfocada por el objetivo (D) sobre la muestra (E). La luz de mayor
longitud de onda es reflejada, enfocada por el mismo objetivo y transmitida por el espejo dicroico, para
luego ser filtrada por un segundo pinhole (F) y colectada por el fotomultiplicador (G). Adaptado de [33].

Para obtener una imagen, la fuente de luz puntual debe recorrer la muestra, registrando
la intensidad punto a punto. En el microscopio original de Minsky el haz de luz era
estacionario y la muestra se movia. Este arreglo éptico poseia la ventaja de que el eje
Optico permanecia inalterado, eliminando defectos de las lentes. Sin embargo, el barrido
y, como consecuencia la obtencién de una imagen, era relativamente lenta debido a
limitaciones técnicas de la época, haciendo practicamente imposible la aplicacién de

esta metodologia a la observacion de especimenes vivos.

Se necesitaron varios avances tecnologicos para explotar la idea original y revolucionaria
de Minsky y aplicarla al campo de la biologia. En particular, el desarrollo de laseres
estables y de alto brillo como fuente de iluminacidn, espejos y filtros mas eficientes,
mejoras en la electrénica para la deteccion y el escaneo de la muestra, fotodetectores
de alto rendimiento cuantico y bajo ruido y mejoras en la adquisicion y andlisis de

resultados permitieron grandes avances en el desarrollo de esta microscopia.
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El uso de la microscopia confocal tuvo un salto de calidad por el desarrollo de métodos
eficientes para el barrido del volumen de iluminacién sobre la muestra. En particular, se
disefiaron metodologias para barrer la fuente de iluminacién sobre la muestra, en forma
andloga a la forma en que los ojos recorren una pagina al leer un libro. Esta metodologia
resulta mas rapida, y como consecuencia, mas prdactica para trabajar con muestras

bioldgicas.

Fundamentalmente, se disefiaron dos métodos para barrer el laser sobre la muestra
moviendo la fuente de iluminacién que incluyen un Unico o multiples haces. El método
de simple haz es el método mds comun utilizado, siendo el mas claro ejemplo la
microscopia confocal por barrido de laser (laser scanning confocal microscopy, LSCM).
En esta modalidad, el escaneo de la muestra es logrado utilizando espejos incorporados
a monturas acopladas a motores galvanométricos controlados por computadora para

modular espacialmente un haz laser sobre la muestra.

El sistema LSMC estd construido en base a un microscopio de epi-fluorescencia
convencional, en configuracién derecha, popular en trabajos con animales, o en
configuracion invertida, utilizado principalmente para el trabajo con cultivos celulares

(Figura 1.10).
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Figura 1.10: componentes principales de un LSCM derecho. La luz de uno o mds Idseres pasan por un
pinhole, es atenuada y filtrada por el AOTF, reflejada por el espejo dicroico y es recibida por la unidad de
escaneo. El Idser es enfocado por un objetivo sobre la muestra en el plano focal deseado (linea gris). La
fluorescencia obtenida por la excitacion y emision de las moléculas fluorescentes en colectada por el
mismo objetivo. Como esta luz es de mayor longitud de onda es transmitida por el espejo dicroico,
filtrada espectralmente y enfocada en un segundo pinhole. La luz que provenga de otros planos focales
(lineas negras) es rechazada por el pinhole. Finalmente, la fluorescencia colectada es cuantificada por un
detector. Adaptado de [33].

Los microscopios confocales generalmente se complementan con los accesorios
requeridos para microscopia dptica y de fluorescencia de campo amplio para facilitar la
observacion rapida de regiones extensas de la muestra previa a la adquisicion en modo
confocal. Los equipos de LSCM modernos utilizan |aseres como fuentes de iluminacién
en vez de ldmparas, filtros ajustables acusto-épticos (acousto-optical tunable filter,
AOTF) para seleccionar la longitud de onda de excitacion y la potencia del laser, espejos

dicroicos para separar la luz de acuerdo a sus propiedades espectrales,
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fotomultiplicadores sensibles para la deteccion y computadoras para controlar el
microscopio, adquirir y manipular los datos. Mediante una adecuada seleccion de
Iaseres, filtros, dicroicos y detectores es posible excitar y registrar simultdneamente la

fluorescencia de fluoréforos con distintas propiedades espectrales.

En LSCM, la iluminacién y deteccién estan confinadas a un punto limitado por difraccién,
llamado volumen confocal o PSF (point spread function). Como veremos mas adelante
(seccion 1.3.2), la forma, tamafio y propiedades de este volumen confocal son
importantes para las técnicas de correlacién y fluctuaciones de fluorescencia, por lo
tanto, es importante que dicho volumen esté bien caracterizado. El perfil de
observacion, en el caso de excitacién por absorcidon de un fotdn, puede ser aproximado

por una gaussiana 3D:

—2(x?% +y%) —2z2
( y)+

Ec.(1.5
Wgy w2 (1.5)

p(r) = Iy X exp

donde wy,, Y w, son los radios ecuatorial y axial del volumen, respectivamente (Figura

1.11), definidos como la distancia a la cual la intensidad cae a Io/ez [34]. Si el volumen

de observaciéon gaussiano es descripto con la férmula anterior, el volumen efectivo del

mismo se calcula de acuerdo a[34]

3
Veff = T[E(,l)%y(,l)z Ec. (16)

En condiciones estandar en un experimento de microscopia confocal, wy, = 0.2um vy
w, = 1.0um, por lo cual el volumen efectivo de la PSF se encuentra en el orden de 0.2

fL.

17



conode % i
iluminacion “NAY

[
Y
)

)
)
[y

)
)
[
[
'
'

volumen
confocal

.- -

.~ .

Figura 1.11: volumen de observacion en un microscopio confocal y pardmetros geométricos del mismo.
1.3.2 Técnicas experimentales para el estudio de difusion e interacciones in vivo

1.3.2.1 Fotoblanqueo y recuperacion de la fluorescencia

La técnica de FRAP (fluorescence recovery after photobleaching) data de la década del
1970 y fue una de las técnicas mas utilizadas en ese periodo para el estudio del
movimiento de biomoléculas en especimenes vivos[35-37]. La Figura 1.12 esquematiza

un experimento tipico de FRAP.
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Figura 1.12: (A) experimento tipico de FRAP mostrando dos regiones fluorescentes, la zona de interés
(abajo) y una zona de referencia (arriba) para distintos estadios del mismo. En ambos casos, la altura de
la zona (eje Z) es proporcional a la intensidad de fluorescencia. (B) curva tipica de FRAP (intensidad de
fluorescencia en funcion del tiempo) mostrando la evolucion temporal de la intensidad de fluorescencia y
los parametros extraibles de la curva. Adaptado de[38].

Brevemente, la técnica consiste en “apagar” (fotoblanquear) las moléculas
fluorescentes en una regidon de la muestra. Las moléculas apagadas u oscuras se
intercambian con moléculas fluorescentes que se encontraban originalmente fuera de
la zona fotoblanqueada, por lo cual la intensidad de fluorescencia en la regién
blanqueada aumenta con el tiempo; la velocidad de recuperacion depende de la tasa de

recambio de las moléculas y, por ende, de su movilidad.

Originalmente, los experimentos de FRAP sélo podian realizarse en microscopios
disefiados especialmente para esta tarea y dependian de la dificultosa introduccién de
biomoléculas marcadas con sondas fluorescentes en las células. FRAP se hizo mas
populary accesible en la segunda mitad de la década del 1990 por dos motivos. Primero,
la oferta de LSCM comerciales con buena resolucién, velocidad, sensibilidad y
flexibilidad permitieron la realizacidon de experimentos de fotoblanqueo[39]. Segundo,

el descubrimiento de la green fluorescent protein (GFP) y de proteinas fluorescentes
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derivadas de GFP, junto con avances en la biologia molecular, revolucionaron la

marcacién de proteinas in vivo[40].

El fotoblanqueo es la transicion irreversible fotoinducida de un fluoréforo a un estado
no fluorescente. Anteriormente, la velocidad de fotoblanqueo era asumida como
proporcional a la intensidad de iluminacién[35, 41], sin embargo, otros trabajos mas
recientes observaron un alejamiento del comportamiento lineal[42, 43]. Estas
discrepancias pueden ser explicadas mediante un diagrama de Jablonski (Figura 1.13A).
Bajo iluminacién constante, las moléculas son excitadas desde el estado fundamental So
a un estado singulete excitado S1 y, luego de un cierto tiempo, decaen nuevamente al
estado fundamental Sp con la emisiéon de un fotdn. Luego, la ocupacidén en estado
estacionario de los estados S1 o Ti (estado triplete excitado) dependen
proporcionalmente de la intensidad de iluminacion[44]. Suponiendo que el proceso de
fotoblanqueo ocurre por la posterior excitacion de fluoréforos en estados excitados S1
o T1[45], la velocidad de fotoblanqueo no depende linealmente de la intensidad de
iluminacién. A modo de ejemplo, la Figura 1.13B muestra la relacidon entre la velocidad

de fotoblanqueo de la sonda fluoresceina y la intensidad de iluminacidon [44]
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Figura 1.13: (A) diagrama de Jablonski de estados electrénicos de un fluordforo tipico, mostrando las
transiciones electronicas entre estados involucrados en excitacion, emision de fluorescencia, conversion
a triplete, conversion intersistema y fotoblanqueo. (B) dependencia no lineal de la velocidad de
fotoblanqueo con la intensidad de iluminacion. Adaptado de [38].
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En un experimento tipico de FRAP (Figura 1.12A), la intensidad de fluorescencia en
estado estacionario de una regidn de interés (region of interest, ROI) de la muestra es
registrada en condiciones de baja intensidad de iluminacidn. A continuacién, las
moléculas fluorescentes incluidas en la ROI son fotoblanqueadas rapidamente y de
manera irreversible con un laser de alta potencia. Debido a difusién y otros mecanismos
de transporte las moléculas fotoblanqueadas son intercambiadas por moléculas
fluorescentes dentro de la ROI. Esta redistribucidon es registrada en condiciones de baja
potencia de iluminacidn (para evitar nuevo fotoblanqueo), y a partir de la recuperacion
de la intensidad de fluorescencia dentro de la ROl (Figura 1.12B) es posible extraer
pardmetros como coeficientes de difusidn, fracciones de poblacién totalmente movil,
inmovil y dinamica o tiempos de residencia en sitios de unién. Para evitar artefactos
ocasionados por el fotoblanqueo durante la adquisicién de la imagen o pérdidas de
intensidad por derivas del foco se registra también la intensidad en una zona de
referencia, utilizada para normalizar la intensidad de fluorescencia (mas detalle en el

Capitulo 5).

Para obtener parametros dindmicos de los procesos en estudio, la fluorescencia
promedio dentro de la ROl fotoblanqueada es promediada, normalizada y graficada en
funcion del tiempo, permitiendo extraer parametros cinéticos del sistema (Figura
1.12B). Como se detallard a continuacién, a veces los datos experimentales son
ajustados con ecuaciones empiricas que reportan parametros efectivos, o simplemente
se informa el tiempo medio de recuperacidn, debido a la complejidad de los modelos de

FRAP.

Dependiendo de los valores de los coeficientes de difusién y constantes cinéticas de los
eventos de unidn, las curvas de FRAP obtenidas en células son analizadas con modelos
gue incluyendifusién pura, difusidn efectiva, difusidon desacoplada de unién o reaccién-
difusion acopladas[46-49]. En los ultimos dos casos, la union corresponde a
interacciones con blancos celulares, y la relacion entre las constantes cinéticas de
asociacién y los tiempos caracteristicos de difusidon determina si ambos procesos estan
acoplados o no. Muchas veces es un desafio discernir claramente el mecanismo

subyacente a la curva de FRAP, y los resultados dependen intrinsecamente de las
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condiciones experimentales, pudiendo llevar a mala interpretacién de los resultados[50-
55]. En muchos casos, la interpretaciéon de los datos de FRAP depende sensiblemente de
la forma y tamano de la ROl y se complica aun mads si el recambio de moléculas es

apreciable durante el periodo de fotoblanqueo.

En resumen, FRAP es una técnica versatil para estudiar cuantitativamente la dindmica
de moléculas en diversos sistemas como células vivas y tejidos. Sin embargo, la técnica
posee sus limitaciones, principalmente la baja resolucién espacial al promediar grandes
zonas de la muestra y el someter a especimenes vivos a altas potencias de iluminacién
que pueden fotodafarlas. Si bien continla siendo utilizada, ha sido reemplazada por
técnicas menos daninas para la muestra, mas sensibles y de mayor resolucién, que seran

detalladas a continuacidn.

1.3.2.2 Técnicas basadas en el estudio de fluctuaciones de fluorescencia

En las ultimas décadas, la espectroscopia de correlacidn de fluorescencia (fluorescence
correlation spectroscopy, FCS) se ha convertido en una técnica de amplio uso para el
estudio de procesos moleculares dindmicos. Se ha utilizado para la mediciéon de
concentraciones locales, coeficientes de difusidn, constantes cinéticas e interacciones
moleculares tanto in vitro como in vivo[56-58]. La sensibilidad y naturaleza no invasiva

de la técnica son las claves que permiten estudiar procesos moleculares en células vivas.

Los métodos de andlisis de fluctuaciones de fluorescencia se basan en la deteccién y el
estudio de fluctuaciones espontaneas en la intensidad de fluorescencia causadas en un
sistema abierto en equilibrio térmico. Ejemplos claros de procesos que pueden causar
estas fluctuaciones son la difusion de moléculas, procesos fotofisicos (transiciones
singulete-triplete) e interacciones con sitios de union. En esta tesis, nos concentraremos
en el estudio de fluctuaciones causadas por el movimiento de moléculas y nos

centraremos en su observacion en experimentos que utilizan microscopia confocal.

Para que las fluctuaciones mencionadas sean observables, es deseable trabajar con
soluciones diluidas de fluoréforos y volumenes de observacién pequefios (caracteristica

trivial de la microscopia confocal). La necesidad de bajas concentraciones y volUmenes
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chicos para observar las fluctuaciones puede ser entendida con una simple analogia:
observar la entrada y salida de personas en el publico de un recital es practicamente
imposible, mientras que observar la entrada y salida de una persona en un cuarto chico

vacio es trivial.

Uno de los procesos mds sencillos que pueden causar fluctuaciones es la difusiéon de
moléculas fluorescentes. Cualitativamente, la duracién de las fluctuaciones depende del
movimiento de las moléculas: moléculas lentas producen fluctuaciones duraderas en el
tiempo, mientras que moléculas rapidas ocasionan fluctuaciones rdpidas.
Paralelamente, la amplitud relativa de estas fluctuaciones esta relacionada con la
concentracion de las moléculas dentro del volumen confocal (Figura 1.14).
Generalmente, la amplitud de estas fluctuaciones es similares a la del ruido
experimental y no se pueden identificar claramente en la traza de intensidad. Para
subsanar este inconveniente se apelan a técnicas estadisticas de correlacién temporal,
aprovechando el hecho de que la mayoria de los ruidos involucrados en estos

experimentos son eventos azarosos y por lo tanto no presenta correlacion temporal.

FCS permite extraer informacion cuantitativa de los procesos que producen las
fluctuaciones, calculando la funcién de autocorrelacién de la traza de intensidad. La
funcién de autocorrelacidon, como su nombre lo indica, correlaciona una serie temporal

consigo misma desfasada un tiempo 1, de acuerdo a

(61(t) x 6I(t + 1))
(I1(t))?

G(7) = Ec.(1.7)

donde SI(t) = I1(t) — (I(t)) es la fluctuacion de la intensidad, definida como la
diferencia entre la intensidad de fluorescencia y el promedio temporal de la intensidad

de fluorescencia.
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Il ntensidad

tiempo

Figura 1.14: esquema representativo de tres escenarios de difusion de moléculas a distintas
concentraciones y s con diferentes coeficientes de difusion (A) y trazas de intensidad esperadas en cada
caso (B). Moléculas rdpidas (paneles superior e inferior) ocasionan fluctuaciones rdpidas, mientras que

moléculas lentas (panel central) ocasionan fluctuaciones lentas. La amplitud relativa de las fluctuaciones
es proporcional a la cantidad de moléculas en el volumen de observacion (comparar los paneles superior
e inferior de la figura). Los tres grdficos poseen la misma escala en el eje vertical.

En muchos casos, el modelado tedrico de los mecanismos moleculares que producen las
fluctuaciones de fluorescencia y de la forma y parametros del volumen confocal
permiten obtener una solucién analitica para la funcidon de autocorrelacion [59-62]. La
curva de autocorrelacion experimental es analizada con la solucién analitica para

recuperar informacion cuantitativa de los mecanismos que originaron las fluctuaciones.

Para el caso de difusion browniana en 3 dimensiones y un volumen confocal gaussiano

[63], la funcién de autocorrelacion es de la forma

G(0) = — 1+ 5) (14 —) Ec.(1.8)
T =" - P c. (1.
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donde tp = xy/4D es el tiempo caracteristico de difusién, D el coeficiente de difusidn
. w . . . .

de la molécula, w = Z/a)xy es el cociente entre el radio axial y ecuatorial de la PSF,

respectivamente, y (N) es el promedio del nimero de moléculas en el volumen confocal.

Este procedimiento permite calcular el coeficiente de difusién de las moléculas a partir
del tiempo caracteristica de la curva de autocorrelaciéon y la concentracién de las
moléculas a partir de la extrapolacién a T — 0 de la funcién de correlacién. En la Figura
1.15 se observan las diferencias cualitativas en las curvas de autocorrelacién de los

escenarios presentados en la Figura 1.14.

>N,N

Figura 1.15: diferencias cualitativas en las curvas de autocorrelacion obtenidas para los escenarios
mostrados en la Figura 1.14. Las moléculas rojas y verdes se encuentran a la misma concentracion, pero
poseen distintos coeficientes de difusion. Por este motivo, las curvas convergen al mismo puntoa t — 0

pero el tiempo caracteristico de difusion (t,) de las moléculas rojas es mayor. Las moléculas verdes y
verde claro poseen el mismo coeficiente de difusion, pero al haber mds moléculas verdes claro en el
volumen confocal la ordenada de la curva de autocorrelacion es menor.

Una de las mayores desventajas de las medidas de FCS puntual es que solamente arrojan
informacién sobre un volumen muy pequefio de la muestra. Para sobrellevar esta
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limitacion y obtener resolucion e informacién espacial, fueron desarrolladas nuevas
técnicas que incluyen medir en muchos volimenes confocales simultdneamente[64, 65]
o escanear la muestra repetitivamente moviendo el laser de forma linear (line scan), en
un area (raster scan) o recorriendo una orbita (orbital scan)[66-68] registrando asi la
intensidad en cada pixel del area barrida en funcién del tiempo. Estos ultimos métodos
poseen la ventaja de ser facilmente realizables en microscopios confocales estandares,

sin la necesidad de adicionales costosos o dificiles de implementar.

En los ultimos tiempos, se produjeron importantes avances en el drea de dptica y
electronica que permitieron el desarrollo de técnicas para confinar la excitacidon a una
seccidon muy fina de la muestra. Técnicas que aprovechan la reflexién interna total (total
internal reflection fluorescence, TIRF)[69] o que generan un plano de excitacion
perpendicular o inclinado respecto al plano de deteccién (por ejemplo, single plane
illumination microscopy, SPIM)[70] en combinacidon con camaras de alta velocidad y
sensibilidad permitieron la coleccién simultdnea y paralela de la intensidad de
fluorescencia en multiples puntos de la muestra. Estos desarrollos constituyen la base
de los métodos de imaging FCS[71-73], técnicas que permiten calcular la funcién de
autocorrelacién para cada pixel del drea escaneada y obtener mapas con informacién
dinamica del sistema (Figura 1.16). Las técnicas de imaging FCS estan generalmente
restringidas al estudio de procesos relativamente lentos, debido a que la resolucién
temporal estd limitada a la velocidad de adquisiciéon de la cdmara (milisegundos). Sin
embargo, adelantos en la electrénica estdn permitiendo el registro de areas
relativamente grandes en tiempos del orden de milisegundos a microsegundos,
acercandose a las frecuencias de muestreo de las medidas de FCS puntuales sin sacrificar

resolucién espacial.
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Figura 1.16: esquema de un experimento de imaging FCS. Se registran imdgenes consecutivas con una
cdmara de la zona de interés (frontera entre el nucleo y citoplasma, en este caso) y se calcula la funcion
de autocorrelacion en cada pixel, obteniendo los mapas de niumero de moléculas y coeficientes de

difusion. En este ejemplo se ilustra un escenario en el cual una poblacion a de moléculas se distribuye
entre nucleo y citoplasma, presentando una difusion mds lenta en el primer compartimento celular.

En resumen, la familia de técnicas derivadas de FCS son adecuadas para el estudio de
dindmicas rdpidas in vivo, con resolucién temporal del orden del microsegundo[74],
imposible de lograr con otros métodos como FRAP. Ademas, a diferencia de FRAP, no
requieren fotoblanqueo ni someter la muestra a altas intensidades de iluminacidn. El
andlisis de correlacion permite obtener informacién adicional interesante, como

concentraciones locales y grado de oligomerizacion[75].

1.3.2.3 Técnicas de sequimiento de particulas unicas

Los métodos descriptos en las secciones anteriores se basan en el analisis de un nimero
relativamente alto de moléculas, por lo cual, en mayor o menor medida pueden
enmascarar informacion importante en muestras donde el comportamiento de las

moléculas no es homogéneo[76]. Avances tecnolégicos lograron subsanar esta
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limitacion y posibilitaron la observacion de moléculas fluorescentes individuales[77-79].
Estas técnicas fueron perfeccionandose hasta, en la actualidad, lograr visualizar

proteinas marcadas con sondas fluorescentes in vivo[80-84].

La técnica de seguimiento de moléculas Unicas (single molecule tracking, SMT) consiste
en obtener imagenes secuenciales de la regidn de interés y extraer las trayectorias de
las proteinas de interés. La imagen de cada una de estas moléculas individuales es un
patrén de intensidad dado por la difraccién; la posicién del centro del mismo puede ser
determinada con una precisidon de 1-2 nm[85], superior al limite de difracciéon, cercano
a los 200 nm (Figura 1.17). La precision en la localizacién depende del cociente
sefial/ruido (signal-to-noise ratio, SNR) y en entornos complejos como células vivas se
puede obtener valores en el rango 20-40 nm[86]. Esta buena resolucién, combinada con
los tiempos de adquisicién de los sensores de camaras modernas, permite el estudio del
movimiento de moléculas individuales. Las trayectorias moleculares son obtenidas al
analizar la posicion de cada molécula individual en cada cuadro de la serie de imagenes
capturadas, obteniendo la evolucién temporal de las coordenadas espaciales de la

molécula.
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Figura 1.17: imagen de un fluordéforo individual (izquierda) y el perfil gaussiano de intensidad de
fluorescencia (derecha). El ajusto del perfil de intensidad permite determinar la localizacion de la
molécula individual con resolucion menor al limite de difraccion. Adaptado de [85].

Si los experimentos de SMT son realizados en muestras de gran espesor, como el nucleo

de células de mamiferos, el contraste disminuye producto de fluorescencia originada en
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otros planos de la muestra. Por este motivo, y como mencionamos previamente, se
disefaron distintas técnicas de microscopia para lograr una iluminacién confinada a un
plano de la muestra. Una de las estrategias mas comunes para lograr este objetivo es la
iluminacidn inclinada (highly inclined and laminated optical sheet, HILO)[87], que puede
ser implementada facilmente en microscopios disefiados para TIRF. Otra alternativa es
la utilizacion de SPIM (selective plane illumination microscopy), técnica que también
confina la iluminacién a un plano de la muestra, pero requiere un disefio experimental

mas complejo. En la Figura 1.18 se presentan esquemas de estas dos técnicas.

Coleccion

— 5 m

. E

lluminacion

HILO SPIM

Figura 1.18: esquema del arreglo experimental para una medicion de SPIM (izquierda) y HILO (derecha).
En ambos esquemas, el haz azul representa el perfil de iluminacidn, en rojo se denota la seccion de la
muestra iluminada y la flecha verde representa la coleccion de fluorescencia. Adaptado de [88].

Durante la ultima década surgieron distintos enfoques e implementaciones de técnicas
SMT. Sin embargo, todas tienen en comun tres factores importantes. Primero, es
fundamental utilizar sondas fluorescentes con gran brillo molecular y alta
fotoestabilidad. Expresar la proteina con la sonda asociada dentro de la célula es el
enfoque mas sencillo y menos trabajoso, pero estas sondas resultan menos
fotoestables, poseen menos brillo molecular que sus contrapartes sintéticas y resultan
en trayectorias mas cortas y ruidosas. Segundo, la concentracion de sonda fluorescente
debe ser del orden de nanomolar para poder visualizar correctamente las moléculas
individuales. Tercero, es importante maximizar el SNR para una deteccidon adecuada,
especialmente si se desea estudiar dindmica de unién de proteinas. El desarrollo de
técnicas como SPIM y HILO lograron minimizar el SNR al no colectar fluorescencia fuera

del plano deseado.
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Inicialmente, se utilizaron dos estrategias distintas para lograr muestras con bajas
concentraciones de moléculas fluorescentes endégenas. En primer lugar, se regula la
expresion de la proteina marcada de modo de conseguir un bajo nivel de la misma [89].
Otra opcion fue utilizar variantes fotoactivables de la proteina fluorescente y fotoactivar
una proporcion reducida de la poblacidn de moléculas [90]. Como fue mencionado
anteriormente, estos enfoques permiten la obtencion de una gran cantidad de

trayectorias de corta duracidn, debido al fotoblanqueo.

En anos recientes, se combinaron las grandes ventajas de sondas fluorescentes
sintéticas, en particular la fotoestabilidad, su tamafio reducido (en comparacién a las
sondas enddgenas) y el gran brillo molecular, con la simplicidad de la expresiéon de
proteinas. Estas técnicas se basan en utilizar sistemas en los cuales se expresa la proteina
de interés fusionada a otra pequeia proteina (SNAP-Tag u HaloTag[91], por ejemplo),
que a su vez posee un grupo que reacciona con sondas fluorescentes modificadas
guimicamente con este fin y que generalmente entran a células por difusion a través de

la membrana[92].

marcado con HaloTag )
A B trayectoria molecular

@ proteina de interés & HaloTag e sonda fluorescente D sitio de union

Figura 1.19: esquema de distribucion de sondas marcadas en el nucleo celular (A) y trayectorias
moleculares recuperadas con experimentos de SMT (B). Adaptado de [93].

Un andlisis cuantitativo de las trayectorias permite obtener informacién sobre la
dinamica de la proteina, determinar el valor del coeficiente de difusién y explorar los
mecanismos subyacentes a su movimiento[94].Como veremos mas adelante, estas
técnicas se utilizaron para caracterizar procesos difusivos puros pero también para el

estudio de interacciones de moléculas con sitios de unidén, permitiendo obtener
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informacién cuantitativa de por ejemplo, la interaccidn de factores de transcripcion con

sitios de unién en la cromatina[95-98] (mas detalle en el capitulo 2).

En el caso mas sencillo, las trayectorias obtenidas se dividen en segmentos con
propiedades diferenciales en cuanto a la movilidad de la molécula (Figura 1.19B).
Primero, las proteinas en difusion van a mostrar segmentos de desplazamiento de
distintas longitudes. El analisis de esta distribucién de pasos provee informacién sobre
las propiedades difusivas de la moléculas, haciendo posible el estudio de la movilidad
de la proteina en distintas regiones del nucleo, por ejemplo, nucléolo, heterocromatina
y eucromatina[99]; estas estructuras nucleares se discutirdn en la seccidn 2.2. Segundo,
las proteinas que interactian y se unen al ADN presentaran periodos en las trayectorias
en los cuales la particula no cambia su posicion ya que se encuentra unida a un blanco
relativamente inmovil. La duracion de estos eventos (denominada tiempo de residencia)
depende de la cinética de unién. Un andlisis del histograma de tiempos de residencia

permite obtener pardmetros cinéticos de interaccién con el ADN (Figura 1.20).

200 Mayor tiempo de residencia
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Figura 1.20: ejemplo de histograma de tiempos de residencia en sitios de union obtenido en
experimentos de SMT. En este ejemplo, el histograma rojo presenta el mayor tiempo de residencia
caracteristico y el verde el menor. Adaptado de [93].
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En resumen, SMT analiza el comportamiento de moléculas individuales sin promediar
poblaciones, arrojando un panorama mas detallado de la dindmica de difusion e
interaccidon de la proteina estudiada. Estos resultados no requieren suponer ningln
modelo previo para el estudio de los mismos, de hecho, los resultados de SMT pueden
ayudar a la eleccidn de modelos para estudios de FRAP o FCS[91]. En contraparte, esta
técnica posee una baja resolucion temporal (frente a FCS), por lo que limita el andlisis a

procesos lentos.

1.4 Simulaciones computacionales para complementar a la microscopia

confocal

Muchas veces, los resultados experimentales de microscopia confocal, en especial los
de FRAP y FCS, son dificiles de interpretar, o la obtencion de informacién cuantitativa a
partir de los resultados experimentales requiere asumir un modelo previo. Por lo tanto,
la simulacion computacional se constituye en otra de las herramientas disponibles para
la investigacién cientifica. En particular, los experimentos de microscopia confocal son
frecuentemente complementados con simulaciones computacionales para orientar en
la interpretacién de los resultados experimentales y postular o verificar modelos. En
numerosas ocasiones, la simulacidn computacional propone aspectos que requieren
nuevos experimentos, realimentando asi el circulo de descubrimiento cientifico (Figura

1.21).

32



Disefio de
experimento

Experimento

Interpretacion Resultados

Simulacién

Figura 1.21: esquema del proceso iterativo que integra las simulaciones con los experimentos, donde los
resultados y la interpretacion de los mismos sirven como nexo entre ambos. Adaptado de [100].

Las simulaciones de experimentos de microscopia confocal y FCS requieren modelar el
movimiento de las moléculas en el medio simulado (en particular su travesia a través
del volumen confocal) y generar, a partir de estos datos, informaciéon de fluorescencia
(fotones o cuentas) debido a la excitacidén y posterior emisidon de las moléculas dentro
del volumen confocal. Para la generacién de las trayectorias moleculares, las dos

técnicas mas utilizadas son dinamica molecular o simulaciones de Monte Carlo.

La dinamica molecular, originalmente desarrollada en la década del 1950, es un método
de simulacion computacional utilizado para estudiar el movimiento de atomos o
moléculas, observando las interacciones durante un periodo de tiempo para obtener la
evolucidn temporal del sistema. En su versién mas comun, las trayectorias son obtenidas
resolviendo numéricamente las ecuaciones de Newton para el movimiento en un
sistema de particulas que interactuan, donde las fuerzas entre las particulas y su
correspondiente energia potencial son calculadas utilizando potenciales interatémicos
o campos de fuerza moleculares. Trabajos previos utilizaron esta técnica para simular
trayectorias moleculares en sistemas donde hay interacciones entre las particulas,
debido a la facilidad de implementar este tipo de cdlculos en dinamica molecular[101,

102].

Los métodos de Monte Carlo (o simulaciones estocasticas) son una amplia gama de
algoritmos computacionales que dependen del muestreo azaroso para obtener
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resultados numéricos, esto es, utilizan la aleatoriedad para resolver problemas que son
deterministas en principio. En particular, para la generacion de trayectorias
moleculares, este método se acopla con el criterio de Metropolis[103] y un campo de
potencial al que estd sujeto el sistema. Se proponen movimientos azarosos de la
molécula y el paso es aceptado o no en base a criterios energéticos (mas detalle en el
capitulo 7). La ventaja de este método es la simplicidad de aplicaciéon y la versatilidad de

usos, principalmente en el campo de biofisica de particulas[104-106].

La generacién de informacién de fluorescencia a partir de las trayectorias moleculares
es modelada teniendo en cuenta la descripcion analitica del volumen confocal y
asignando probabilidades de excitacién y emisidén en base a criterios fotofisicos. La gran
mayoria de trabajos que realizan simulaciones de fluorescencia combinan ambas bases
necesarias en un mismo programa realizado en forma casera, limitando y simplificando
severamente los escenarios a ser simulados, los cuales normalmente sélo pueden incluir
difusidon y reacciones simples dentro de una caja[101, 102, 105, 107]. Como serd
detallado en el capitulo 6, optamos por un enfoque distinto: aprovechar un programa
ya existente, robusto y validado para la simulacién de las trayectorias moleculares en
sistemas complejos y acoplarla a una herramienta modular y versatil solamente
enfocada en la generacidén de informacién de fluorescencia para diversos modos de

adquisicion de microscopia confocal.
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Capitulo 2: estructura del nucleo, factores de transcripcion y su rol
en el desarrollo embrionario

2.1 Estructura del nucleo celular

El nucleo celular es responsable del almacenamiento, expresién, propagacion vy
manutencion del material genético que contiene. Estas tareas tan importantes se
desarrollan en un entorno atestado de biomoléculas con distintas y precisas funciones.
La respuesta a cdmo una estructura tan densamente poblada puede funcionar yace en
una precisa arquitectura tridimensional dentro del nucleo. La distribucién de
componentes nucleares no es al azar, sino que se organizan en una jerarquia de
estructuras ordenadas. Este proceso se denomina compartimentalizacion y determina
gue relevantes procesos nucleares no ocurran de manera homogénea en el espacio sino
que se encuentran limitados a regiones que, sorprendentemente, no se encuentran
separadas del medio externo por membranas bioldgicas como ocurre en el citoplasma
[108, 109]. Por lo tanto, resulta de interés estudiar y entender los mecanismos
subyacentes a la compartimentalizacion y al transporte y difusion de moléculas dentro

del nudcleo celular.

2.1.1 Compartimentalizacién sin membranas

En las células de mamiferos, la envoltura nuclear define dos compartimentos
mayoritarios, el nucleo y citoplasma, que poseen caracteristicas estructurales y
funciones distintas. Mientras que el citoplasma presenta organelas discretas, como
mitrocondrias y lisosomas separadas del medio celular por membranas bioldgicas, los
principios que definen la estructura nuclear son diferentes[110-114]. El nucleo no posee
organelas (por definicién, una organela se encuentra encerrada por una membrana);
sino zonas discretas o compartimientos enriquecidos en ciertos componentes
especificos y donde serian llevadas a cabo funciones particulares; estas regiones se
encuentran en contacto con el nucleoplasma por lo cual existen numerosos
interrogantes abiertos acerca de los mecanismos involucrados en la formacion vy el

mantenimiento de los mismos. La Figura 2.1 representa un esquema de distintos
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compartimentos que coexisten dentro del nucleo celular de mamiferos sin la necesidad

de membranas que los separen.
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Figura 2.1: esquema de la compartimentalizacion sin membranas del nucleo celular de mamiferos.
Adaptado de [115].

El nucléolo constituye un excelente ejemplo de este esquema de organizacidon; de
hecho, es considerado una de las estructuras nucleares de mayor notoriedad en el
nucleo celular de mamiferos. El nucléolo es el sitio de la sintesis y procesamiento del
ARN ribosomal, ademds de servir como centro de la biogénesis de las subunidades del
ribosoma[116, 117]. A su vez, el nucléolo se encuentra subdividido en regiones donde
se desarrollan cada uno de los procesos descriptos anteriormente. Las células de
mamiferos generalmente poseen de uno a cinco nucléolos, y su tamafio varia entre 0.5-

5.0 um.

Ademas del nucléolo, existen otros dominios nucleares involucrados en la expresion de

genes, como los cuerpos de Cajal, cuerpos nucleares, paraspeckles, speckles, entre
otros[118-122], algunos de ellos con funciones todavia desconocidas. Muchos tipos de

células poseen un pequeno numero (tipicamente uno a cinco) de cuerpos de Cajal, de
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0.3-1.0 um de didmetro y seccion transversal semejante a una red de fibras
enroscadas[121]. Estos cuerpos contienen diversas proteinas, desde factores de
transcripcion a pequeias ribonucleoproteinas. Estos dominios no son
transcripcionalmente activos, y se cree que juegan un papel importante en la biogénesis
de pequeiios complejos ARN-proteina nucleares (small nuclear RNA-protein complexes,
snRNPs) y en el transporte de snRNPs y snoRNPs (small nucleolar RNA-protein
complexes). Estas estructuras nucleares pueden ser observadas por

inmunofluorescencia, como se detalla en la Figura 2.2.

Figura 2.2: cuerpos nucleares revelados por inmunofluorescencia en células de Hela. La cromatina estd
marcada con DAPI (azul) en una célula que expresa una proteina snRNP, SmB, marcada con YFP (verde).
Los componentes fibrilares densos estan marcados con anticuerpos anti-fibrilarina (rojo), mientras que
anti-fibrilarina y anti-coilina marcan los cuerpos de Cajal (rosado). La barra de escala denota 10 um.
Adaptado de [123].

2.1.2 Territorios cromosdmicos

Un ejemplo claro de la organizacion heterogénea del nucleo y su impacto en la funcion
nuclear son los territorios cromosémicos. Dentro del nucleo celular, los cromosomas
ocupan regiones discretas[114, 124, 125], en contraste a la visidn clasica que sugeria
una distribucion completamente al azar. De hecho, en los ultimos 20 afios, esta idea ha
sido confirmada utilizando, por ejemplo, FISH (fluorescence in situ hybridization) (Figura

2.3). Este método hace uso de oligonucledtidos fluorescentes que interactuan
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especificamente con secuencias del DNA cromosomal y permiten identificar
cromosomas en nucleos fijados directamente en un microscopio de fluorescencia. Otra
alternativa es utilizar inmunofluorescencia, marcando el ADN-sonda con blancos para
anticuerpos o con un analogo de precursor (como biotina-dUTP) previo a la hibridaciéon
(el andlogo de precursor reacciona posteriormente con biomoléculas afines marcadas
con sondas fluorescentes). Esta técnica permitié confirmar que los territorios
cromosomicos en células de mamiferos se encuentran en espacios limitados y no

solapados completamente entre si.

DAPI FITC Alexa 514

~4

TAMRA Texas Red

Figura 2.3: estructura de los territorios cromosomicos de fibroblastos humanos revelada por FISH. En
este ejemplo, se utilizaron cinco sondas para marcar distintos territorios cromosémicos y DAPI para
marcar la cromatina (paneles individuales). La combinacion de los canales individuales permite obtener
un mapa de los distintos territorios (panel derecho). Adaptado de [126].

La organizacion dentro de los territorios cromosomales esta intimamente relacionada
con la expresidon de genes. Por ejemplo, se verifica que regiones con una densidad alta
de genes activos tienden a estar posicionados cerca del centro del nlcleo, mientras que
regiones con poca densidad de genes activos se encuentran en la periferia[124]. En
particular, se ha sugerido que regiones de la cromatina en posiciones perinucleares
presentan baja actividad génica por la interaccion de la cromatina con la [dmina
nuclear[127], compuesta por una red de filamentos intermedios de clase V y proteinas
asociadas[128]. Ademas, la posiciéon de cromosomas que poseen genes de ARN
ribosomal esta determinada por su asociacion al nucléolo, que tiende a estar cerca del

centro del nucleo. Finalmente, otro factor importante en la regulacién de la actividad
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son los cambios locales o modificaciones de la cromatina, los cuales seran detallados a

continuacion.

2.2 Estructuray funcion de la cromatina

Para que ocurra la expresién de un gen, el ADN tiene que interactuar con diversas
proteinas involucradas en el proceso de transcripcidon, como polimerasas y factores de
transcripcion. Por lo tanto, el empaquetamiento local del ADN es un factor clave que
puede modular esta unidn. El rol de la estructura, plegamiento y ordenamiento de la

cromatina juega un papel importante e implicito para la transcripcidn.

2.2.1 Empaquetamiento del ADN

La cadena de ADN ocuparia un largo de 3 metros si fuera estirada, pero en las células se
empagqueta en el nucleo, el cual mide aproximadamente 10 um[129]. Existen diversos
mecanismos para plegar este largo biopolimero en forma jerarquizada dentro de un

espacio tan pequeio como el nucleo celular.

El ADN posee como estructura troncal una cadena fosfatada, con carga negativa al pH
fisioldgico. La carga negativa de los grupos fosfato introduce una repulsion electrostatica
gue complicaria compactar el ADN en el nucleo. Una familia de pequenas proteinas de
~10 kDa, ricas en arginina y lisina (aminoacidos con carga positiva a pH fisiolégico)

denominadas histonas son las responsables de contrarrestar este efecto.

En el nucleo celular, el ADN se encuentra frecuentemente asociado a histonas
conformando nucleosomas, cuya estructura consiste en 146 pares de base de ADN
enrolladas en 1.75 vueltas sobre la superficie de un octdmero de histonas[130]. El
nucleosoma contiene dos juegos de cuatro histonas, denominadas H2A, H2B, H3 y H4,
en simetria espejada (Figura 2.4). Una quinta histona, H1, no forma parte de este nucleo
de histonas, y es comunmente denominada histona linker. Ademas de interactuar con
el nucleosoma, la histona H1 se une al ADN linker, ayudando a estabilizar la fibra de

cromatina[131]. Trabajos previos demostraron que una sobreexpresion de H1 ocasiona
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una morfologia nuclear y estructura de cromatina aberrante[132], y que esta histona

puede actuar como regulador positivo o negativo de la transcripcién[133, 134].

NucIeoso%a formado
por 8 histonas y 146
pares de bases

Figura 2.4: representacion esquemdtica del nucleosoma formado por un octdmero de histonas enrollado
por el ADN. Secciones cortas de ADN (alrededor de 20-80 pares de base) denominadas ADN linker unen

los nucleosomas. Adaptado de [135].

Los genes de la histona estan altamente conservados en eucariotas, debido a que sus
proteinas deben interactuar de manera precisa para formar el nucleosoma. A su vez,
este centro esta definido por la arquitectura de las histonas individuales (Figura 2.5),
mientras que los dominios N-terminal de las histonas se asocian con el ADN y permiten

la interaccion entre nucleosomas adyacentes.
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Figura 2.5: estructura del nucleosoma obtenida por rayos X. 146 pares de bases de ADN (turquesa y
marron) se enrollan en 1.75 vueltas al octdmero de histonas, compuesto por H2A (amarillo), H2B (rojo),
H3 (azul) y H4 (verde). El complejo mide 10 x 6 nm. Adaptado de [130].

La cromatina en los nucleos de células de mamiferos puede ser clasificada en dos grupos:
eucromatina y heterocromatina. La primera es compuesta por regiones cromosomales
gue poseen una alta densidad de genes transcripcionalmente activos, entre otras
caracteristicas. Por el contrario, la heterocromatina posee pocos genes
transcripcionalmente activos. Eucromatina y heterocromatina poseen propiedades
distintas que se correlacionan con las caracteristicas mencionadas anteriormente. Por
ejemplo, una propiedad diagndstico clave es la facilidad con la que cada tipo de
cromatina es cortada con nucleasas. La eucromatina es facilmente digerible, mientras
qgue la heterocromatina es poco sensible a la actividad de nucleasas. La facilidad de la
digestion refleja la accesibilidad de las nucleasas al ADN: eucromatina posee una
estructura mas abierta y dindmica, mientras que la heterocromatina es mas compacta.
Estos estados de compactacion se correlacionan con la funcionalidad, reflejando la
importancia del efecto de la estructura, y su posibilidad de modificarlo, para la expresién

de genes[136].

2.2.2 Modificaciones de histonas

Dada la relacién entre la accesibilidad de proteinas y complejos a la cromatina y el
control de la expresién génica, es importante entender los principios que rigen este

proceso[137-139]. Las histonas son blanco de una variada gama de modificaciones
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postraduccionales, como acetilaciones, metilaciones, fosforilaciones, ADP-
ribosilaciones y ubiquitinaciones. Estas modificaciones regulan la compactacién de la
cromatina y determinan las zonas de hetero y eucromatina, modulan la estructura de la
cromatina durante el ciclo celular y controlan el recambio (turnover) de las histonas. A
modo de ejemplo, describiremos brevemente los efectos globales de acetilacion y

metilacidn de las histonas.

La acetilacion del dominio N-terminal de histonas, particularmente de H3 y H4, es de
vital importancia para la expresion génica. Estos dominios son ricos en lisinas, las cuales
son blanco de acetilacion, ocasionando una disminucién en la estabilidad del complejo
del nucleosoma. Como resultado de esta modificacidon, el ADN resulta mas accesible a la
magquinaria transcripcional[140]. De esta forma, la acetilacion de las histonas en la
cromatina estd generalmente correlacionada con un aumento de la expresidn génica. Si
bien las histonas H3/H4 son los blancos mayoritarios de acetilacién, cambios en la
acetilacion de H2A/B también se correlacionan con un aumento en la expresion de
genes, debido a que reducen el apilamiento de nucleosomas adyacentes[141]. Ademas,
ciertas enzimas reclutadas para modular la expresion de genes también pueden catalizar
modificaciones postraduccionales de proteinas involucradas en la transcripcién como

factores de transcripcion, y regular asi la expresion de genes.

Otra modificacién de histonas con implicancias en la regulacidén de la transcripcién y
reparacion del ADN es la metilacidn, catalizada por una familia de proteinas
metiltransferasas de arginina (PRMTs) que posee al menos nueve miembros[142]. El
blanco de estas PRMTS son las colas de las histonas, y la activacién o represion de la
expresion de genes depende de qué residuo es metilado y su grado de metilaciéon. Las
histonas pueden ser metiladas en residuos lisina o arginina, siendo la metilacion de

lisinas en las colas de las histonas H3 y H4 la mas comun[143].

Una de las PRMT mas importantes es CARM1 (coactivator-associated arginine
methyltransferase 1), cuyo reclutamiento a promotores transcripcionales resulta en la
metilacion de la histona H3[144] y de la histona acetiltransferasa p300/CPB[145].

CARM1 posee una afinidad alta por residuos arginina cercanos a motivos prolina-glicina-
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metionina[146]. La arginina posee cinco potenciales grupos dadores de puente de
hidrégeno, por lo tanto, efectos estéricos ocasionados por la adicion de grupos metilo
afecta la interaccién con los aceptores de puente de hidrégeno, entorpeciendo la

interaccidn con proteinas claves para la regulacién de la transcripcidon[147].

2.2.3 Fabricas de transcripcion

El término “fabricas” de transcripcion (transcription factories) fue acuiado por Jackson
y colaboradores en el afio 1993, quienes utilizaron andlogos de nucledtidos para
visualizar la sintesis de mRNA en células. Utilizando microscopia confocal para visualizar
los transcriptos, determinaron que la transcripcidon ocurria en 300-500 sitios discretos
en el nucleo [148]. Estos resultados contrastaban notablemente con una visién de un
nucleo organizado al azar, en el cual se esperaria un patrén relativamente homogéneo

en la distribucidn de los sitios de transcripcion.

Gracias a mejoras y avances en la microscopia fue posible obtener mas informacién
sobre la estructura de estas fabricas de transcripcion. En particular, la espectroscopia de
rayos X acoplada a microscopia electrénica permite la deteccién de nitrégeno y fosforo
y, por lo tanto, permite mapear la distribucién de proteinas y acidos nucleicos con
precision nanométrica[149]. Cuando esta técnica fue aplicada en células Hela se
observé que las fabricas de transcripcion poseen un centro poroso rico en proteinas, con
diametros promedio de 87 nm[149]. En base a estos resultados, se especuld que el
centro rico en proteinas posee ARN polimerasa Il en la superficie, ademas de muchas o
todas las proteinas involucradas en la sintesis de un transcripto maduro (Figura 2.6). Las
imagenes espectroscopicas revelaron pocos atomos de fosforo (elemento presente en
los acidos nucleicos) en este centro rico en proteinas, sugiriendo que el ADN y el

transcripto naciente se encuentran fuera de este centro.
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Figura 2.6: esquema de la estructura propuesta para una fdbrica de transcripcion. Cada fdbrica contiene
4-30 moléculas de ARN polimerasa Il en la superficie de un centro rico en proteinas. Este centro contiene
proteinas involucradas en la transcripcion, como coactivadores, remodeladores de cromatina, factores
de transcripcion, modificadores de histonas, RNPs (ribonucleoproteinas) y helicasas. Multiples genes
pueden ser procesados en la misma fdbrica. Adaptado de [150].

Se ha sugerido que las fabricas de transcripcion juegan un rol principal en definir la
estructura nuclear y la organizacion tridimensional de la cromatina[151-153]. Se ha
propuesto que las fabricas pueden ayudar al agrupamiento de genes corregulados (i.e.
genes regulados por el mismo factor de transcripcion) y, por este motivo, la interaccidn
con la fabrica contribuye a organizar tridimensionalmente a la cromatina introduciendo

lazos en su estructura [110, 152].

2.3 Factores de transcripcion

2.3.1 Estructuray funcion

Los factores de transcripcion son proteinas claves en determinar la gran diversidad de
patrones de expresion de genes observados en distintos tipos celulares y condiciones.
Estas proteinas actuan solas o junto a otras proteinas promoviendo (como activador) o
blogueando (como represor) la accién de la ARN polimerasa, responsable de la
transcripcion de informacién genética de ADN a ARN[154-156]. En la Figura 2.7 se
presenta un esquema sencillo de la accién de los factores de transcripcion.
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Figura 2.7: esquema de la accion de los factores de transcripcion, desde su transcripcion y traduccion a
su efecto como activador o represor de la expresion de genes. En este caso, la interaccion directa del
factor de transcripcidn con ciertas regiones en la cromatina activa la transcripcion de todos los genes

salvo el D, donde actua como represor inhibiendo la produccion de la proteina D.

Como fue mencionado anteriormente, la mayoria de los factores de transcripcién no
interactian solos con la cromatina sino que en muchos casos forman complejos
homotipicos o heterotipicos mediante dimerizacién[157]. Para que la transcripcion de
un gen ocurra, un numero de factores de transcripcién deben interactuar con la
cromatina en una region regulatoria. Esta coleccion de factores de transcripcion recluta

a su vez cofactores y proteinas esenciales para la transcripcién como la ARN polimerasa.

En muchos casos se ha observado que un mismo gen puede ser activado y reprimido por
distintos factores de transcripcion (su nivel de expresién depende de la concentracién
de cada regulador) o inclusive un factor de transcripcion puede activar o reprimir su
propia expresion[158]. A modo de ejemplo, en la Figura 2.8 se presenta un esquema
simplificado de la regulacidn de la expresién de rhomboid, un gen requerido para la

diferenciacién de la epidermis ventral de Drosophila.
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Figura 2.8: la regulacion de la expresion de rhomboid en el eje dorsoventral de Drosophila generada por
una red de interacciones de activacion, represion y autorregulacion. Adaptado de [159].

Los factores de transcripcidon son modulares en estructura y generalmente contienen
dominios de unién al ADN (DNA binding domain, DBD), responsable por la unién a
secuencias especificas de ADN adyacentes a los genes que regula; dominios de
transactivacion (transactivation domain, TAD), dominios con sitios de unién a otras
proteinas, como correguladores de transcripcion; y dominios sensibles a sefiales (signal
sensing domain, SSD) que reconocen sefales externas y las transmiten al resto del
complejo de transcripcién [160-162]. Para que una proteina sea catalogada como factor
de transcripcidn debe poseer, al menos, un DBD. Estos dominios resultan de tal
relevancia que los factores de transcripcion son generalmente clasificados en familias

de acuerdo a sus DBDs[163].

Dada la relevancia de los factores de transcripcién en la expresiéon génica, es muy
importante comprender cédmo éstos interactian con la cromatina en el complejo
entorno nuclear[164]. En particular, los factores de transcripcidén juegan un rol vital en
una gran variedad de procesos biolégicos incluyendo el desarrollo embrionario[165-
168] y la progresion de enfermedades[169]. Por este motivo, este estudio es de gran
interés para la reprogramacion celular[170], terapia génica[l171] y disefio de

drogas[172].
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2.3.2 Dindmica e interaccion de factores de transcripcion con el ADN

La visidn clasica acerca del mecanismo de accidn de los factores de transcripcion incluia
laidea de que estas proteinas operaban uniéndose a regiones especificas (i.e. secuencias
de bases reconocidas por el factor de transcripcion) en el genoma de manera estable
para formar complejos macromoleculares que perduraban de manera intacta vy

biolédgicamente funcional durante minutos u horas inclusive[173].

Sin embargo, esta visiébn cambid radicalmente con el advenimiento de nuevas
metodologias en el campo de la biologia molecular que permitieron la expresion de
factores de transcripcién fusionados a moléculas fluorescentes. En conjunto con nuevas
técnicas de microscopia de fluorescencia, estos avances hicieron posible observar la
dinamica y la interaccidon de los factores de transcripcion con el ADN en células

individuales y organismos vivos, como veremos mas adelante.

Los primeros experimentos en esta area, realizados utilizando FRAP (seccién 1.3.2.1)
arrojaron resultados contradictorios con la vision cldsica de complejos estables por
largos periodos de tiempo, revelando dindmicas de unidn estocasticas con tiempos

caracteristicos de segundos[174].

Desde los estudios pioneros de FRAP, un gran numero de nuevas técnicas basadas en
microscopia de fluorescencia fueron desarrolladas y aplicadas al estudio de la dindmica
de factores de transcripcién en células vivas en una amplia escala temporal. En
particular, FCS (seccidn 1.3.2.2) posibilité el monitoreo de la dinamica de factores de
transcripcion en escalas sub-milisegundos, drdenes de magnitud mas rapido que FRAP

[74].

Trabajos recientes de SMT (seccion 1.3.2.3) en los cuales se siguié el movimiento de
factores de transcripcion marcados con sondas fluorescentes en células demostraron
que la interaccién de los mismos con el ADN no pude ser interpretada considerando una
Unica poblacién de sitios de union homogéneos. Por el contrario, se encontraron
distintas poblaciones con tiempos caracteristicos de interaccidon desde milisegundos a
segundos[175-177].
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Se propuso que los eventos rapidos corresponden a eventos de interaccion entre los
factores de transcripcion y la cromatina no especificos, e incluyen ademas eventos de
deslizamiento unidimensional sobre el ADN, saltos (hopping) y transferencia entre
segmentos[93, 175, 178] (Figura 2.9). Se ha propuesto que estos mecanismos le
permiten al factor de transcripcidn explorar de manera mas eficiente el ADN que lo que
se verificaria por difusién en tres dimensiones. Por otra parte, estos trabajos asignan a
los eventos lentos interacciones del factor de transcripcion con blancos especificos en

el ADN [93, 174].
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Figura 2.9: esquema de tres mecanismos de interaccion inespecifica entre factores de transcripcion y
ADN. Adaptado de [178].

Mueller et al.[93] integraron los distintos comportamientos de los factores de
transcripcion observados experimentalmente en un modelo tedrico simplificado de tres

poblaciones (Figura 2.10), en el cual consideraron que los factores de transcripcién

48



difunden libremente dentro del nicleo y pueden interactuar con dos poblaciones de

sitios de unidn (i.e. sitios especificos e inespecificos) con distintas afinidades.

sitios no especificos D sitios especificos
.)' molécula libre E @ moléculaunida
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Figura 2.10: esquema de la dindmica de proteinas nucleares. Las proteinas (circulos verdes) difunden
libremente en el nucleo e interactuan con sitios de union (cuadrados). Estas interacciones pueden ser con
sitios especificos como promotores (cuadrados rojos) o sitios no especificos (cuadrados azules).
Adaptado de [93].

En la actualidad, es un hecho aceptado que no existirian mecanismos activos de
transporte de factores de transcripcion en el nicleo; estas biomoléculas se trasladarian
por difusidon pasiva, permitiendo la navegacion por el nucleo y busqueda de sitios de
unién especificos sin gasto energético[179]. Sin embargo, el nucleo celular es un entorno
sobrepoblado de cromatina y biomoléculas solubles que entorpecen el libre transito de
las proteinas (detallado en la seccion 2.1). En particular, Baum et al.[5] concluyeron que
el entorno intranuclear se comporta como un medio poroso multi-escala formado por
obstaculos distribuidos al azar que entorpecen la difusidon de las moléculas en base a su

tamano.

2.4 Factores de transcripcion y desarrollo embrionario

El desarrollo embrionario, o embriogénesis, es el proceso por el cual el embrién se forma

y se desarrolla. En mamiferos el término se aplica a estadios tempranos del desarrollo
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prenatal. La embriogénesis comienza con la fertilizacion del oocito por el
espermatozoide para formar el cigoto, una Unica célula diploide. El cigoto pasa por una
serie de divisiones mitdticas sin crecer en tamafio (clivaje) y ocurre el proceso de

diferenciacién celular para formar un embrién multicelular[180].

Si bien durante el trabajo realizado para esta tesis no abordamos el desarrollo
embrionario desde un punto de vista bioldgico, resulta necesario describir ciertos

aspectos del desarrollo embrionario relevantes para los estudios biofisicos realizados.

2.4.1 Proceso de diferenciacion en embriones tempranos

La diferenciacidn celular es un proceso clave en los estadios tempranos del desarrollo
embrionario ya que determina cuales de las células que conforman el embrién
contribuirdn su progenie al feto y cuales a las estructuras extraembrionarias [181, 182].
Comprender las bases moleculares biofisicas involucradas en esta decisién es de
fundamental importancia para comprender fallas tempranas en embarazos, optimizar
la manipulacién de embriones para fertilizaciéon in vitro y contribuir al diagndstico

genético previo a la implantacién [183-186].

Una propiedad clave de las células durante el desarrollo es su potencialidad, es decir, la
habilidad de una célula para diferenciarse a distintos tipos celulares. Las células
presentes en el évulo fertilizado o en el cigoto hasta el estadio de ocho células tienen el
potencial de generar un organismo completo; a estas células se las denomina
totipotentes. Durante el desarrollo del cigoto, se pasa por un estadio en el cual sélo se
encuentran presentes dos tipos de células, aquellas pertenecientes al trofectodermo y
aquellas pertenecientes al macizo celular interno, las cuales a su vez pueden
diferenciarse a cualquiera de las tres capas germinales del embrién, el endodermo, el
mesodermo y el ectodermo, pero no pueden generar un organismo completo a menos
gue se las introduzca en un blastocisto receptor, por lo que se las denomina
pluripotentes. A medida que transcurre el desarrollo, las células contindan
diferencidndose y se comprometen a un linaje particular, perdiendo su capacidad de

diferenciarse a otros tipos celulares. En diferentes tejidos adultos como el epitelial o
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endotelial hay células madre que mantienen la poblacion de células terminalmente
diferenciadas que se dafian o mueren. Estas células progenitoras son multipotentes, ya
gue se encuentran comprometidas con cierto linaje y sélo pueden dar origen a un
numero limitado de tipos celulares. Aquellas que son precursoras de un Unico tipo
celular, son denominadas unipotentes[187]. En la Figura 2.11 se presenta un esquema

de la relacién entre potencia y grado de diferenciacién de una célula.
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Figura 2.11: relacidn entre la potencia de una célula y el grado de diferenciacion. Adaptado de [188].

El proceso celular de diferenciacion puede ser dividido en dos etapas. La primera es una
fase reversible, denominada especificacién o compromiso, en la que el tipo celular no
se encuentra determinado. La segunda fase es irreversible y se denomina
determinacion, que luego es seguida por la diferenciacidn. En esta ultima etapa ocurren
los cambios fenotipicos, en la bioquimica, estructura y funcién que resultan en tipos

celulares especificos[189, 190].

2.4.2 Factores de transcripcién relacionados con el desarrollo embrionario

Es un hecho muy conocido que ciertos factores de transcripcidn juegan un papel central
en el proceso de diferenciacidén y en la determinacién de los linajes celulares. Trabajos
recientes demostraron que la dindmica de estos factores es distinta al comparar células

pluripotentes con células diferenciadas hacia un linaje extraembridnico[168, 191].
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Por ejemplo, Kaur et al.[168] estudiaron la difusion de diversos factores de transcripcion
en embriones de ratdon mediante FCS, observando que las curvas experimentales
obtenidas podian ser ajustadas por un modelo que consideraba una poblacién rapida
con difusién normal y una poblacién lenta con difusién andmala. Los autores
atribuyeron el comportamiento anédmalo a interacciones del factor de transcripcion con
el ADN, al observar que esta poblacion sufria alteraciones al perturbar el sistema con

diversos tratamientos, o inclusive durante distintos estadios del desarrollo.

Estos estudios comprobaron que la dindmica de Oct4, Cdx2 y Sox2 cambia luego de la
especificacion del linaje celular y que los factores de transcripcién presentan menor

movilidad en aquel linaje en el cual son esenciales.

2.4.2.1 Oct4

El factor de transcripcién Oct4 (octamer-binding transcription factor 4), también
conocido como Pou5f1 (POU domain, class 5, transcription factor 1), posee un rol central
en la formacién del linaje celular pluripotente y es, por lo tanto, un buen candidato para
establecer diferencias durante el desarrollo embrionario en estadios tempranos[192-
197]. Embriones que no expresan el gen Oct4 no forman el linaje que da origen al macizo
celularinterno[195] y una sobreexpresién sostenida de Oct4 puede reprogramar células
somaticas a un estadio pluripotente, ya sea en combinacién con otros factores de

transcripcion[198] o por cuenta propia[199, 200].

2.4.2.2 Sox2

Asi como con Oct4, la expresion de Sox2 es esencial durante la embriogénesis;
embriones que no expresan Sox2 no sobreviven la posterior implantacion[201], ademas
de ser uno de los marcadores mas tempranos de la formacién del macizo celular
interno[202]. Sox2, en conjunto con Oct4 y Nanog (otro factor de transcripcion
responsable de mantener la pluripotencia[203, 204]) forman un centro regulatorio,
responsable de mantener la auto-renovacién del linaje pluripotente en embriones y
células madre embrionarias (embryonic stem cells, ESC)[195, 201, 205, 206]. Un par

contiguo de sitios de union altamente conservados para Oct4 y Sox2 es esencial para la
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activacion de la expresion de genes especificos para el estado pluripotente de ESC[207].
Ademas, este elemento regulatorio se encuentra cercano al promotor de Nanog[206].
Este complejo regulatorio Sox2-Oct4-Nanog, ademas de regular la auto-renovacién del
linaje pluripotente, es responsable por la represion de los genes que inician la

diferenciacién[208].

2.4.2.3 Cdx2

Este factor de transcripcion es esencial para la formacién y manutencion del linaje
extraembrionario, en particular el trofectodermo[209, 210]. Su expresidon en embriones
pre-implantados y estadios tempranos post-implantacidon se restringe al linaje del
trofectodermo, donde actia como represor de la expresion de Oct4 y Nanog[211-214].
Embriones de ratén que no expresan Cdx2 llegan a formar estructuras similares a
blastocistos con pared externa, pero no logran ser implantados ni producen tejido de
trofectodermo en cultivo[211]. Estas células de trofectodermo en embriones deficientes
de Cdx2 expresan de manera ectdpica genes caracteristicos del linaje pluripotente,
evidenciando la regulacién entre ellos[215]. Por el contrario, la sobreexpresion de Cdx2
puede ocasionar que células ESCs adopten propiedades de células madre de

trofoblasto[209, 216].

2.4.3 ¢En qué momento las células empiezan a ser diferentes?

¢En qué momento del desarrollo embrionario de mamiferos las células empiezan a ser
diferentes entre si? y éestas diferencias poseen un rol en la determinacién del futuro
celular? son preguntas muy interesantes y aun abiertas en el estudio del desarrollo

embrionario.

Hemos descripto previamente que la primera especificacion en el destino celular de
embriones de mamiferos se produce con la separacidon de linajes embrionario y
extraembrionario. Histéricamente, las células de embriones tempranos de ratdn eran
consideradas idénticas en su habilidad de dar origen al linaje embrionario o
extraembrionario[217, 218]. En particular, la uniformidad en la morfologia y la ausencia

de diferencias evidentes entre blastdmeros en estadios previos apuntaba a un modelo
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de determinacion estocastica, disparadas por pequefas heterogeneidades aleatorias y
epigenéticas[219, 220]. Esta vision fue respaldada con andlisis de niveles de expresidn
de factores de transcripcion en embriones fijados[221] o microscopia de contraste y
fluorescencia[222-224]. Estos trabajos concluyeron que la separacion entre linajes no
era predecible antes del estadio de 16 a 32 células. Sin embargo, estos estudios fueron
realizados sobre embriones fijados, imposibilitando la observacion de procesos

dinamicos que ocurririan en el embridn durante su desarrollo.

En contraste a esta vision cldsica, otros autores propusieron que el destino celular en
mamiferos puede ser predicho en estadios tan tempranos como 2 o 4 células[225-227].
Un punto clave en el estudio del rol de las variabilidades epigenéticas en la decision del
linaje celular, fue la identificacion de heterogeneidades en los niveles de metilacién de
arginina en la histona H3 entre las células de embriones en estadio de cuatro
células[228]. En este trabajo observaron que una sobreexpresion de CARM1 guiaba los
blastdmeros hacia la formacion del macizo celular interno pluripotente. Por lo tanto, fue
sugerido que niveles altos de metilacidn de la arginina de la histona H3 promueven un
estado relajado de la cromatina, facilitando la formacién del linaje pluripotente. Como
fue descripto en la seccién 2.2.2, modificaciones en las histonas controlan la
accesibilidad a la cromatina. Por lo tanto, también pueden regular la interaccién entre
factores de transcripcién y la cromatina. En el capitulo 6 se presentaran resultados
experimentales obtenidos durante el desarrollo de este trabajo de tesis que estudian

estas interacciones in vivo en embriones de raton.
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Capitulo 3: difusion en medios porosos ordenados

3.1 Nanoescalay principales caracteristicas de los materiales mesoporosos

Los nanomateriales se definen como aquellos materiales que poseen una de sus
dimensiones fisicas en el rango de nandmetros a centenas de nandmetros[229]. Esta
caracteristica confiere a dichos materiales propiedades fisicoquimicas muy distintas con
respecto a los materiales tradicionales. En esta escala, ciertas propiedades como el
punto de fusion, magnetismo e incluso el color se correlacionan con los tamafos
caracteristicos del material[230]. Quizas uno de los ejemplos mds visuales de esta
relacion entre tamafio y propiedades sean las nanoparticulas de oro en suspension,

donde el color de la solucidn esta relacionado con el tamafio de las mismas (Figura 3.1).

Ll LT

30 nm 40 nm 50 nm 60 nm 70 nm 80 nm

RRRRRRE

Figura 3.1: nanoparticulas de oro de distinto tamario en solucion. La etiqueta indica el diGmetro
promedio de las particulas. Extraido de [231].

En los ultimos afios, los materiales porosos han suscitado gran interés dentro del mundo
de la nanoescala por sus potenciales aplicaciones en diversas areas tecnoldgicas. Segun
la definicion de la IUPAC[232], los materiales porosos se clasifican de acuerdo al
didmetro del poro en tres categorias: microporosos (d < 2 nm), mesoporosos (2 < d <50

nm) y macroporosos (d > 50 nm).

Una ventaja de los materiales mesoporosos, los cuales son objeto de estudio de la
presente tesis, es que su estructura, conectividad y tamafo de poro son controlables

durante la sintesis y pueden ser modificados quimicamente para reaccionar o responder
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en presencia de determinados analitos (Figura 3.2) constituyendo herramientas valiosas

para desarrollos tecnolégicos, como sera detallado en la seccién 3.4.

Topologia

Geometria del poro
Tamafio del poro
Tamario del
cuello

Material
Composicion
Estructura cristalina
Dominio cristalino

Interfaz
Funcionalidad

superficial
Interacciones

Figura 3.2: esquema de un material mesoporoso y sus propiedades que pueden ser reguladas durante la
sintesis. En el esquema, dip, rn y rp representan la distancia entre poros, el radio del cuello y el radio del
poro, respectivamente. Fy F’ representan distintas funcionalizaciones de la pared. Adaptado de [233].

3.2 Breve historia de los materiales mesoporosos

La historia de los materiales mesoporosos es bastante reciente. En los afios 90 los
materiales porosos mds estudiados eran las zeolitas, familias de aluminosilicatos
cristalinos[234]. Dichos materiales presentaban pocas aplicaciones debido al reducido
tamafio de poro, menor a 2 nm. El préoximo avance se dio en el afio 1992 cuando fue
reportada la sintesis de los primeros materiales mesoporosos, la familia de silices M41S
(MCM-41, MCM-48)[235]. Dichos materiales fueron sintetizados por precipitaciéon en
medio acuoso mediante la hidrélisis y condensacion de precursores inorganicos en
presencia de surfactantes catiénicos. Los sélidos obtenidos presentan una alta area
superficial especifica (specific surface area, SSA), hasta miles de metros cuadrados por
gramo de material, con un tamafio de poro homogéneo entre 2-10 nm, mayor al de las
zeolitas previamente obtenidas. Este trabajo es considerado el punto de explosion en
popularidad de los materiales mesoporosos. Poco tiempo después se empezaron a

realizar estudios sobre el mecanismo de formacién de dichos materiales[236-238]
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ademas de otros dxidos de Si02[239] y, luego de un par de afios, surgieron los primeros

ejemplos de 6xidos mesoporosos de metales de transicion[240-242].

Los surfactantes catidnicos no fueron los Unicos moldes utilizados para la sintesis de los
materiales mesoporosos. Con el paso del tiempo, se le sumaron moldes anidénicos[239]
y no idnicos, como aminas[243], copolimeros dibloque[244, 245] y copolimeros
tribloque[244, 246] basados en polioxido de etileno. Por otra parte, se ampliaron las
formas de procesar el material y la morfologia del mismo. A los polvos obtenidos hasta
el momento se le sumaron fibras[247, 248], monolitos[245], esferas[247] y estructuras

jerdrquicas[249].

En este contexto, se desarrollaron técnicas para la obtencidon de films delgados de
materiales mesoporosos como spin coating[250], evaporacion controlada[251] y dip
coating[252, 253]. Esta ultima técnica de preparacion permitié el desarrollo del
autoensamblado inducido por evaporacion (AEIE)[254], cuyo gran aporte fue permitir la
sintesis de films delgados de material mesoporoso de forma reproducible. El desarrollo
de estos métodos determind un aumento exponencial en la cantidad y variedad de
materiales mesoporosos. El SiO; mesoporoso es el material cuya produccién fue la mas
desarrollada, sin embargo, también se produjeron importantes avances en éxidos de
metales de transicién, carbén y metales mesoporosos con una gran variedad en

estructura, conectividad y tamafio de poro.

3.3 Sintesis de materiales mesoporosos

La sintesis de materiales compuestos por oéxidos mesoporosos incluye el
autoensamblado de surfactantes y reacciones de tipo sol-gel (hidrdlisis-condensacidn de
precursores inorganicos). A continuacion, se describird brevemente cada uno de dichos
procesos ya que son relevantes para la sintesis de los materiales usados en el capitulo 7

de la tesis.
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3.3.1 Agentes surfactantes y proceso de autoensamblado

Los surfactantes son moléculas anfifilicas, esto es, poseen regiones hidrofébicas y
regiones hidrofilicas. En la Figura 3.3 se presentan los surfactantes y agentes moldeantes

mas utilizados en la sintesis de éxidos mesoporosos[255].

/R Br CHS(CHQ)H/\/\AIB
n
\\/\N\:—R A = COO’, 0S0;, SO,
3] B = H', Na*, K'

Sales de alquil amonio

. Surfactantes iénicos
cuaternarias

. i HaC |
HO o ‘/LO/{\/O}H
a n | L\
[ CHy|
o o /I:V M \/SL
HO 0 H
1L L | |
Copolimeros tribloque Esteres de sorbitano
(Pluronic y otros) (Tween)
HyG CH OH
BHs HO
. o o (CHa)NCHy
CH, n n
Polialquil fenoles Alquilpoliéxidos de etileno
(Triton) (Brij)

Figura 3.3: surfactantes comunmente utilizados como agentes moldeantes en la sintesis de dxidos
mesoporosos y su nombre comercial (entre paréntesis).

En soluciones acuosas diluidas u otros medios polares, los anfifilos se encuentran
solubilizados como mondmeros. Al aumentar la concentracidn, las regiones hidrofébicas
de los anfifilos se atraen entre si exponiendo las regiones hidrofilicas al medio y
minimizando las repulsiones entre las regiones hidrofdbicas y el solvente. Esta

estructura, consistiendo en un centro hidrofébico y una capa exterior hidrofilica, se
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conoce como micela y la concentracién de anfifilo a la cual ocurre este fendmeno se
denomina concentracién micelar critica (CMC)[256]. Si la concentracion sigue
aumentando, las micelas interactian entre ellas ordendndose en estructuras periddicas,
conocidas como cristales liquidos liotrépicos. Un cristal liquido es un estado de la
materia cuyas propiedades se encuentran entre la de liquidos convencionales y las de
un cristal sélido[257]. Por ejemplo, un cristal liquido puede fluir como un liquido, pero
sus moléculas estdn organizadas en una estructura de tipo cristalina. Este proceso,
esquematizado en la Figura 3.4, en el cual un sistema desordenado de componentes
forma una estructura o patrdon organizado por consecuencia de interacciones locales

especificas entre los componentes, se denomina autoensamblado.

region hidrofilica

region hidrofébica % % %

molécula micela cristal liquido

concentracion

Figura 3.4: esquema del proceso de autoensamblado y efecto de la concentracion del agente moldeante.

La estructura tridimensional que se obtendria como consecuencia del proceso de
autoensamblado es frecuentemente descripta por el modelo de Israelachvili[258]. En
dicho modelo, se considera a los anfifilos como un fragmento cdénico (la regién
hidrofdbica) unido a una cabeza esférica (la region hidrofilica) y se calcula el parametro
g (parametro de empaquetamiento) cuyo valor predice el tipo de estructura

tridimensional:

v

= — Ec.(3.1
l. X ay ¢.(31)

g

donde v es el volumen del cono hidrofébico, /. es el largo de la cadena hidrofébica

extendida y ap es el area efectiva de la region hidrofilica. Por este motivo, el valor de g
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depende de la estructura del anfifilo, su concentracidn, la temperatura y la fuerza idnica
del medio. Los ordenamientos mas comunes y sus valores de g se detallan en la Tabla

3.1.

Parametro de Tipo de estructura
empaquetamiento g

<0.33 Micelas esféricas
0.33-0.5 Micelas cilindricas
0.5-2 Bicapas (lamelas)
>2 Micelas inversas

Tabla 3.1: tipo de estructura predicha en funcién del valor del pardmetro de empaquetamiento de
acuerdo con el modelo de Israelachvili.

Los 6xidos mesoporosos utilizados en el desarrollo de este trabajo de tesis fueron
sintetizados utilizando Brij 58 (de la familia de alquilpoliéxidos de etileno) y Pluronic F-
127 (de la familia de copolimeros tribloque), cuyas estructuras moleculares fueron

presentadas en la Figura 3.3.

3.3.2 Método sol-gel de sintesis de materiales porosos

El proceso sol-gel es un método muy utilizado en la sintesis de materiales porosos
solidos a partir de moléculas pequefias, especialmente en la fabricacion de éxidos de
silicio y titanio. Este proceso involucra la conversion de mondmeros en una suspension
coloidal (sol) que actua como precursor para una red integrada (gel) de particulas

discretas o polimeros. Los precursores mas comunes son alcoxidos de metales.

Este tipo de sintesis se realiza, generalmente, en condiciones suaves y solventes
acuosos, permitiendo la obtencién de fases amorfas o cristalinas metaestables, la
incorporacion de biomoléculas en el material y el procesamiento de los materiales
obtenidos de maneras muy diversas como films, polvos, fibras, etc. (Figura 3.5). Las
posibilidad de combinar distintos precursores con variadas rutas de sintesis explican la
gran cantidad de usos y aplicaciones que presentan los productos obtenidos por el

método sol-gel[259].
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Figura 3.5: representacion esquemdtica de los diferentes estadios y rutas en el proceso sol-gel (adaptado
de [260]).

La formacidn de un éxido por el método sol-gel comienza con la conexion de los centros
metalicos mediante puentes oxo o hidroxo, cuyo fin es generar hidroxopolimeros de
metal en solucién. Dicho proceso se logra haciendo reaccionar un precursor altamente
reactivo MXs con agua, donde M es el elemento del cual se quiere obtener el 6xido y X
es un anion inorganico o un grupo —OR. El primer paso de la reaccién es la hidrdlisis del

grupo alcéxido (o del anién) para formar un hidroxocompuesto.
M — OR + H,0 > M — OH + ROH Ec.(3.2)

A continuacion, la especie hidroxilada reacciona con otros centros metadlicos dando lugar
a reacciones de condensacion (ecuaciones 3.3 y 3.4) formando asi oligdmeros v,

eventualmente, particulas de dxido. En ambas ecuaciones, X representa un grupo H o R.
M-—0H+X0-M->M—-0-M+X—-0H  Ec(3.3)
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M—OH+M—0X—>M— (OH) —M — 0X Ec.(3.4)

Para el caso de precursores de metales de transicion, como los de titanio estudiados en
esta tesis, ambas reacciones son rapidas, pero requieren de medios extremadamente
acidos (pH < 1 para metales tetravalentes) o la presencia de compuestos complejantes

en la solucién para evitar la condensacidn extendida.

Un preciso control de las variables que regulan la velocidad de las reacciones de
hidrélisis-condensacién (solvente, pH, concentraciéon y tipo de precursory catalizadores)
permite definir las propiedades del material que se busca obtener. Ademas, la cinética
de las reacciones sol-gel juegan un rol fundamental en la sintesis, siendo posible obtener

de manera sencilla fases metaestables y materiales amorfos.

3.3.3 Mecanismos de formacién y métodos de obtencion

En las secciones anteriores describimos los dos bloques fundamentales para la sintesis
de materiales mesoporosos: el autoensamblado de agentes moldeantes anfifilicos y las
reacciones sol-gel. Para lograr una correcta obtencion de dichos materiales es necesario

gue ambos procesos ocurran de manera concertada y controlada.

En la Figura 3.6 se representa un esquema de la formacion de los materiales
mesoporosos. La estructura porosa del mismo es dada por el cristal liquido formado por
el agente moldeante (y su posterior remocidn por calcinacién), y la estructura (o pared)

del material estd dada por el éxido.

precursor agente oxido oxido
inorganico moldeante mesoestructurado mesoporoso

L 1 ) +
J eliminacion
del molde

Figura 3.6: esquema de la formacion de un material mesoporoso a partir del precursor inorgdnico y el
agente moldeante.

62



Todos los estudios mecanisticos de formacién de materiales mesoporosos resaltan que
la interaccion entre el molde y el precursor inorgdnico es crucial para el producto
obtenido, independientemente del método de sintesis elegido. La interfaz entre ambos
es un componente mayoritario y critico del material final, luego una interaccion
energética favorable en la interfaz estabiliza el material y contribuye a su correcta

formacion[261].

Huo y colaboradores[239] y el grupo de Pinnavaia[243] estudiaron la interaccién entre
el agente moldeante y la pared inorgdnica para el caso de surfactantes cargados y no
idnicos, respectivamente. En la Figura 3.7 se presenta un esquema de las interacciones

propuestas entre ambos componentes.

Figura 3.7: representacion esquemdtica de los distintos tipos de interaccion entre el agente moldeante y
la pared inorgdnica. En la nomenclatura de cada tipo de interaccion, S representa al surfactante, | la
pared inorgdnica, M* y X los correspondientes contraiones y la linea punteada la interaccion puente de
hidrégeno. Para el caso de S°P los tridngulos representan las moléculas de solvente. Adaptado de [234].

El buen disefio de un material mesoporoso se logra variando los parametros de sintesis
(precursor, agente moldeante, pH, solvente, temperatura, entre otros) con
conocimiento de las interacciones previamente mencionadas. Los materiales utilizados

en este trabajo de sintesis fueron realizados con surfactantes no iénicos (interacciones
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S99 y SO(1X)°) y se ha determinado que debe trabajarse en condiciones tales que los
agregados inorgdnicos sean suficientemente hidrofilicos para que puedan interactuar

con la regién hidrofilica del agente moldeante[262].

La eleccion de la técnica de obtencidn estd fuertemente relacionada con el tipo de
material a obtener. Por ejemplo, el método mas utilizado para obtener polvos es la
precipitacion[235], mientras que para nanoparticulas metdlicas o de éxidos se utiliza el
moldeado por cristales liquidos[245]. A continuacidn, se detallard el método mas
difundido para la preparacién de films de materiales mesoporosos como los utilizados

en el presente trabajo, el autoensamblado inducido por evaporacion.

3.3.3.1 Autoensamblado inducido por evaporacion

A finales de los aifos noventa, el grupo de Brinker presentd un novedoso método de
sintesis para films mesoporosos delgados, mediante recubrimiento por inmersién (dip
coating) de un sustrato en una mezcla de reaccion integrada por agente moldeante,
precursor inorganico y H20 en un solvente volatil[252, 254]. El método fue denominado
autoensamblado inducido por evaporacion y es, hasta el dia de hoy, el método mas
utilizado para la preparacion de films delgados mesoporosos de estructura vy
composicion variadas. Un esquema general del método y los procesos que ocurren

durante su desarrollo se presenta en la Figura 3.8.

La preparacion de un film delgado mesoporoso de 6xido mediante AEIE comienza con
una solucién de un precursor inorganico y un agente moldeante en una mezcla
H2O/EtOH (u otro solvente volatil). La concentracién inicial del agente moldeante en
solucidn se ajusta a un valor menor a su CMC. Esta solucién inicial corresponde a la zona
| de la Figura 3.8. En esta solucidon se sumerge el sustrato deseado, generalmente vidrio,
silicio o ITO (indium tin oxide) y con el retirado controlado del sustrato a una velocidad

moderada (del orden de mm/s) comienza el proceso de autoensamblado.

A medida que el sustrato es retirado, la pelicula de solvente adherida al sustrato
comienza a evaporarse, ocasionando un aumento de la concentracidn de surfactante.

Cuando dicha concentracién supera la CMC comienza el proceso de formacion de
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micelas, representada en la zona Il de la Figura 3.8. La utilizacién de solventes volatiles
en la solucidn del precursor permite lograr un aumento controlado de la concentraciéon

de anfifilo y la consecuente formacion de micelas.

La etapa final del proceso de AEIE corresponde a la zona Ill de la Figura 3.8. El solvente
volatil se evapord en su totalidad y se alcanzé un equilibrio con la humedad relativa
ambiente. Durante este proceso ocurre el empaquetamiento final de las micelas y la

formacién del cristal liquido.

%* Zona lll: empaquetamiento
* de micelas y formacion
%* de cristal liquido
4 ¢y HO

N 2

) S

[3)

B o e o o o e e e e e —————
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Figura 3.8: esquema del método autoensamblado inducido por evaporacion y sus procesos
caracteristicos, desde la formacion de las micelas al autoensamblado de las mismas.

Durante el proceso de autoensamblado, los agregados de precursor inorganico
presentes en la solucion interactdan con las micelas tal como describimos en la seccién
anterior. Para que el material obtenido resulte homogéneo, es fundamental suprimir la
condensacién extendida del precursor inorganico durante la etapa de evaporacion. Para
metales de transicidn esto se logra regulando el pH y manteniendo una relacion [H*]/[M]

= 1-4. Una vez que se ha alcanzado el empaquetamiento de las micelas, el material se
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comporta como un cristal liquido e, idealmente, es el momento en que deberia

comenzar la condensacion extendida para dar lugar al 6xido final.

Un paso clave en la preparacién de materiales mesoporosos es la remocién del agente
moldeante por tratamiento térmico. Este tratamiento resulta en una conservacién de la
estructura tridimensional periddica del cristal liquido y genera conectividad entre los
poros como consecuencia de la contraccion de la red cristalina en la direccién
perpendicular al sustrato y una contraccion isotrépica de las paredes del material[263].
En la Figura 3.9 se presenta un esquema de este proceso. Los surfactantes no idnicos
son usualmente removidos a temperaturas de calcinacion de 300-350°C, debido a que
un exceso de sinterizacién a mayores temperaturas en redes de oxido de titanio, como
los sintetizados para este trabajo de tesis, causa el colapso de la pared[264-266]. Ozin y
colaboradores[266] también calcinaron films a temperaturas superiores (400°C),
observando un mayor grado de cristalinidad y menor tamafio de poro que los calcinados
a menor temperatura. Por lo tanto, la temperatura de calcinacidon es un pardmetro
importante de la sintesis ya que permite regular propiedades del film, como el tamafio

de poro y grado de conectividad.

AN AP TITE
.‘,‘(‘;vf’-“*"c‘vib %
G

Sintetizad

Calcinacion y
agente moldeante contraccién

Figura 3.9: esquema del tratamiento térmico para la remocion del agente moldeante, consolidacion de la
estructura tridimensional y generacion de conectividad entre poros. Adaptado de [263].

El desarrollo de este método y la potencialidad de los materiales generados para
aplicaciones muy diversas (seccion 3.4) determinaron un interés creciente por entender

cuales son los factores que afectan y determinan el tipo de material obtenido. Con este
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fin, se utilizaron técnicas que permiten seguir in situ la evolucién temporal del sistema.
Por ejemplo, por interferometria y fluorescencia se pudo determinar que la fase
ordenada aparecia una vez alcanzado el espesor final del film[252, 267].
Posteriormente, estudios realizados por 2D-SAXS (two dimensional small angle X-ray
scattering) o GISAXS (grazing-incidence small-angle X-ray scattering) acoplado a
medidas de espesor arrojaron resultados similares[268-270]. En particular, se observé
para varios sistemas diferentes (TiO; y SiO2 moldeados con surfactantes catidnicos y no
idnicos) una tendencia similar: una vez que el film adquiere su espesor final aparece una

fase desordenada que luego da paso a la fase final ordenada.

3.4 Aplicaciones de materiales mesoporosos

Los films de materiales mesoporosos poseen propiedades que los hacen ideales para su
uso como sensores, incluyendo la gran SSA, transparencia en la regién visible del
espectro electromagnético, capacidad de ser depositados sobre sustratos conductores,
flexibilidad de los films, etc. Dentro de los usos que se le han dado como sensores se
destacan los sensores dpticos que cambian su color de acuerdo al medio[271], sensores
de gases y humedad relativa, en los que un analito produce un cambio en la
conductividad[271-273], o sensores basados en microbalanza de cuarzo, para deteccién
de especies bioquimicas[271]. En la Figura 3.10 se presentan ejemplos de materiales

mesoporosos COmo sensores de gases.
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Figura 3.10: representacion esquemdtica de un sensor de gases capacitivo (izquierda) y resistivo
(derecha). En ambos casos, el sensor mide el cambio de alguna propiedad del material mesoporoso
(permitividad € para el sensor capacitivo, conductividad o para el sensor resistivo) cuando el gas es

adsorbido sobre el material. Adaptado de [274].

Ademas, los materiales mesoporosos, tanto en forma de polvos como de films,
resultaron de gran relevancia en el campo de la catdlisis. Estos materiales se utilizaron
con éxito para realizar reacciones electroquimicas y polimerizaciones, e incluso el
producto de dichas reacciones pueden cambiar segun el material utilizado[275-278]. Por
otra parte, los films se han empleado para dispositivos de fotocatdlisis mediada por
semiconductores, especialmente los de TiO3, los cuales serdn objeto de estudio en esta
tesis. Los films mesoporosos de dicho éxido han sido demostrados de uso para la

descomposicion de contaminantes orgdnicos en agua[271].

Cuando los materiales mesoporosos se encuentran depositados en films delgados
poseen importantes aplicaciones en dptica, como guia de ondas, fibras dpticas, emisores
al encapsular colorantes organicos, materiales luminiscentes al ser dopados con tierras
raras, entre otros[271]. Otro descubrimiento relevante fue su uso como reflectores de
Bragg sensibles a condiciones externas al estar compuestos como multicapas de éxidos
mesoporosos con indice de refraccion alternado[279, 280]. En la Figura 3.11A se
presenta una imagen de estos films multicapas, desde monocapa hasta cuatro capas

alternadas. Las propiedades dpticas de estos films se presentan en la Figura 3.11B,
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donde se observa un corrimiento hacia el azul y un aumento en el hundimiento de Bragg

(Bragg dip) al agregar capas al film.
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Figura 3.11: imagen de los films multicapas (A) y espectros de transmision (B). En ambos casos, N denota
el numero de capas del film. Adaptado de [279].

Finalmente, estos materiales son muy utiles como adsorbentes de contaminantes,

dentro de los cuales se destacan metales pesados, aniones, compuestos organicos y

gases[275, 277, 278]. Ademas, se han utilizado films mesoporosos funcionalizados con

moléculas fotosensibles que actian como valvulas, permitiendo o no el paso de analitos

frente a estimulos externos como luz o calor[281]. En la Figura 3.12 se presenta un

esquema de dichos materiales.
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Figura 3.12: esquema de un film mesoporoso fotoresponsivo preparado por AEIE. La molécula de
azobenceno alterna entre su conformacion cis o trans por estimulos externos, ocasionando la apertura
(derecha) o cierre (izquierda) del poro. Adaptado de [281].

Muchas de estas aplicaciones dependen de la difusion de moléculas en los materiales y
de la interaccién de las mismas con el sustrato; en la seccidn siguiente discutiremos el

estado de arte en este aspecto.

3.5 Estudio de la difusion en medios mesoporosos

Como mencionamos anteriormente, resulta deseable estudiar los mecanismos de
transporte dentro de estos materiales, debido a sus diversas aplicaciones. En este
contexto, trabajos previos buscaron realizar esta caracterizacidén utilizando técnicas
como RMN[282], cromatografia[283] y técnicas electroquimicas[284, 285]. Sin embargo,
estas técnicas involucran la observacién simultanea de numerosas moléculas en areas
grandes (1-3 cm? en las técnicas electroquimicas[285]), impidiendo obtener informacién
sobre posibles micro-heterogeneidades de fendmeno de transporte en estos sistemas.
Ademas, las técnicas electroquimicas, debido al arreglo experimental, estudian el

transporte en la direccidon perpendicular al sustrato.

Por otro lado, técnicas avanzadas de microscopia de fluorescencia, como FCS vy
seguimiento de particulas Unicas (descriptas en el capitulo 1), permiten la obtencién de
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informacién cuantitativa sobre la difusién de sondas fluorescentes dentro de estos
materiales porosos[286]. Estos métodos permiten estudiar de manera mas completa y
profunda el fendmeno de transporte de masa en la direccidn paralela del sustrato, como
fue demostrado en diversos trabajos realizados fundamentalmente por los grupos de

Higgins[287-291] y Brauchle[292-294].

Wirth et al.[295-297] fueron pioneros en el uso de FCS para la caracterizacion de la
dinamica de difusién y adsorcion de una sonda catidnica en superficies de silica
modificadas con C18. Estas mediciones fueron empleadas posteriormente en diversos
sistemas mesoporosos, en particular en films[287, 291, 298-301], relevantes para el
presente trabajo de tesis. En particular, Zhong et al.[302] estudiaron la difusiéon y
adsorcion de rodamina 6G en particulas porosas de silica modificadas con C-18, en
condiciones similares a una cromatografia de fase reversa. Los coeficientes de difusion
obtenidos fueron seis veces menores que los esperados para la sonda en difusién, y los
autores atribuyeron estas diferencias al confinamiento de las moléculas dentro de los

poros e interacciones con la fase estacionaria.

Fu et al.[287] estudiaron la difusidn y adsorcién de moléculas neutras de rojo nilo en
films con CTAB (cetyltrimethylammonium bromide). Posteriormente, Ye et al.[291]
compararon la movilidad de rojo nilo y sondas idnicas en films tal cual preparados (i.e.
con CTAB presente) y en films calcinados. En los films con CTAB presente, las sondas
neutras y catidnicas difundieron dentro del material, mientras que en las sondas
anidnicas se observaron eventos largos de adsorcion y fotoblanqueo, resultado
esperable debido a la naturaleza catidnica del sufactante. Las tres sondas presentaron
una fuerte adsorcién a los films calcinados secos, sin embargo, el grado de desorcién
aumenté proporcionalmente con el grado de hidratacién de los films. Como en los
trabajos mencionados anteriormente, el coeficiente de difusidon observado fue menor al
esperado para la sonda en solucion (cien veces menor[287]). Este trabajo relevd la
importancia del solvente y del surfactante para modular el transporte de masa en films

mesoporosos de silica.
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En el campo del seguimiento de particulas Unicas, el transporte de masa fue estudiado
en cristales liquidos liotrépicos[303], polimeros coordenados microporosos[304],
copolimeros de bloque[305, 306] y silica mesoporosa[293, 294, 299, 307-311]. Como en
el caso de las técnicas anteriores, los autores también observaron un coeficiente de
difusidon dentro del material érdenes de magnitud menores que en solucidn. Tran-Ba et
al.[305] atribuyeron esta diferencia a interacciones estéricas y quimicas con los poros
de 2-3 nm de didmetro. Los autores postularon que, con el nuevo conocimiento en los
factores que limitan el trasporte de masa, es posible disefiar materiales en los cuales las
moléculas difundan mas rdpido y presenten interacciones mas especificas, con el fin de

utilizarlos para separaciones quimicas.

En el Capitulo 7 presentaremos nuestro aporte al estudio de la difusion de moléculas
dentro de materiales mesoporosos. En particular, estudiamos la difusién dentro de films
mesoporosos hidratados de TiO;, materiales de interés debido a su aplicaciéon en
sistemas fotovoltdicos (celdas solares) y remediacion ambiental por fotocatdlisis[312-

314].
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Capitulo 4: hipodtesis y objetivos

4.1 Contexto cientifico de este trabajo de tesis

En las ultimas décadas, se ha comenzado a estudiar en detalle los fendmenos de
transporte de biomoléculas en sistemas complejos, desde bioldgicos a inorganicos, dado
su gran relevancia en la eficiencia y velocidad de procesos que ocurren en estos
sistemas. Este estudio fue potenciado también por el desarrollo de nuevas tecnologias
gue permiten visualizar trazadores fluorescentes en estos sistemas de manera no

invasiva.

En el capitulo 1 hemos detallado posibles mecanismos que dan origen a la difusidn
andmala, ademds de técnicas experimentales y tedricas para estudiar la difusién e

interaccion de moléculas en entornos complejos.

En el capitulo 2 profundizamos en la estructura del nucleo celular, su
compartimentalizaciéon y la estructura y funcidon de la cromatina, ademas de las
biomoléculas estudiadas en este trabajo de tesis: los factores de transcripcién. También
fue descripta la relacion entre la funcién de estas moléculas y el desarrollo embrionario,

otro tema central de este trabajo de tesis.

Finalmente, en el capitulo 3 describimos otro sistema complejo de relevancia
tecnolégica donde resulta de interés estudiar la difusion de biomoléculas: films

mesoporosos de dxidos metalicos.

4.2 Hipodtesisy objetivos

Como fue mencionado a lo largo de la introduccién, la mayoria de los modelos
desarrollados hasta la actualidad que consideran difusion en sistemas acuosos diluidos
no pueden ser de utilidad para comprender ciertos fendmenos complejos, como el
transporte de materia en sistemas atestados o dimensiones similares a la molécula que

difunde.
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El objetivo central de este trabajo de tesis sera comprender procesos de difusion
andmala en dos sistemas diferentes. Consideramos que la combinacion de herramientas
avanzadas de microscopia de fluorescencia y simulaciones computacionales puede
ayudar a revelar aspectos fundamentales relacionados con la difusién de moléculas en

sistemas complejos.

En particular, la hipdtesis subyacente al estudio de la dindmica de factores de
transcripciéon en embriones tempranos es que la microscopia de fluorescencia de
correlacién permite extraer informacion valiosa sobre la dindmica de interaccién entre
factores de transcripcidon y la cromatina, y que dicha dindmica es clave para determinar
el destino celular en estadios tempranos. Por lo tanto, buscaremos desarrollar
herramientas informaticas para la simulacién de experimentos de microscopia confocal,
de forma tal de contribuir a la interpretacion de los resultados experimentales obtenidos

en sistemas complejos.

Con este fin, utilizaremos un programa ya existente para la simulacién de las trayectorias
moleculares e interacciones, el cual serd acoplado con nuestro programa desarrollado.
A diferencia de los programas ya existentes de limitada aplicacién, desarrollaremos un
programa versatil que permita simular distintos tipos de adquisicion en microscopia
confocal. Luego, el siguiente objetivo serd utilizar esta herramienta y técnicas avanzadas
de microscopia confocal para estudiar la interaccion de factores de transcripcién en

embriones tempranos de raton.

A diferencia del escenario anterior, los films mesoporosos representan un sistema
altamente restringido y estatico, con dimensiones definidas y parcialmente conocidas.
La hipdtesis planteada es que propiedades del material, como el tamafio del poro,
conectividad entre poros y naturaleza de la pared restringen e influencian el transporte
de materia dentro de dichos materiales. Como en el caso anterior, desarrollaremos
herramientas informaticas basadas en la simulacién de trayectorias moleculares en
sistemas periddicos, a la par de realizar experimentos de microscopia confocal para

estudiar la difusidon de una sonda fluorescente dentro del material.
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Capitulo 5: materiales y métodos

5.1 Dinamica de factores de transcripcion en embriones tempranos de

raton

El trabajo de biologia molecular, manipulacién e inyeccidn de los ratones, manipulacién
de células madre e inmunofluorescencia fue llevado a cabo por técnicos especializados
en los laboratorios del EMBL Australia, Australian Regenerative Medicine Institute,

Monash University, en colaboracion con el grupo del Dr. Nicolas Plachta.

Los experimentos de microscopia confocal fueron realizados en parte por colaboradores
del Dr. Plachta y otra parte por mi durante mi estadia en su laboratorio. La interpretacion
y analisis de datos, el seguimiento celular y la segmentacion de embriones fue realizada

en mi lugar de trabajo de la tesis.

5.1.1 Embrionesy células madre

Fueron utilizadas hembras wild-type superovuladas C57BL/6, B6CBA-F1 y BGCBA-SWISS
de 28-32 dias. Los ratones fueron sacrificados por dislocacién cervical y los embriones
extraidos del oviducto con medio M2 (Merck) y cultivados en KSOM+AA (Merck) a 37°C
y 5% CO; cubiertos con aceite mineral (Sigma). Los embriones fueron microinyectados
con 0.1 a 0.3 pL RNA diluido en buffer de inyeccion (5 mM Tris, 5mM NaCl, 0.1M EDTA)
con Femtolet (Eppendorf). Para los experimentos de microscopia, los embriones fueron
cultivado en camaras LabTek (Nunc) a 37°Cy 5% CO; en una incubadora adaptado para

microscopios (Zeiss, Jena).

Células madre embridnicas de ratones C57BL/6 fueron cultivadas con fibroblastos
embrionarios irradiados sobre placas plasticas recubiertas con 0.1% gelatina con medio
DMEM (Gibco), Glutamax (Gibco), antibidticos (Gibco), aminoacidos no esenciales
(Gibco), B mercaptoetanol (Sigma), 15% suero fetal bovino (Hy-Clone) y 1000 U/ml de
factor inhibidor de leucemia (ESGRO) a 37°Cy 5% CO,.
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5.1.2 Manipulacién de ARN, plasmidos y drogas

La transcripciéon y purificacion de RNA fue realizada utilizado vectores pCS2 vy el kit
MMESSAGE mMACHINE® SP6 (Ambion) y el kit RNAeasy (Qiagen) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Los embriones fueron microinyectados con RNA en las
siguientes concentraciones: 100-150 ng/ul para paGFP-Oct4, paGFP-Sox2 and Cdx2-
paGFP; 25 ng/ul para H2B-RFP y 40 ng/ul para memb-mCherry.

Las células madre embridnicas fueron transfectadas con plasmidos de paGFP-Oct4,
Oct4yv234p-paGFP, Oct4ki1sr-paGFP y Oct4asiv-paGFP segln trabajos previos[168]. Para
los experimentos de siRNA, las células fueron transfectadas con 200nM ESET siRNA o
control negativo siRNA utilizando Lipofectamine 2000 (Invitrogen), siguiendo las

instrucciones del fabricante.

Para los experimentos de células madres con drogas que regulan la accesibilidad a la
cromatina, las mismas fueron incubadas durante 24 horas en medio de cultivo con
concentracion final de 500nM tricostatina A (Sigma) o 0.5ug/pl actinomicina D (Sigma),

respectivamente.

5.1.3 Microscopia confocal y paFCS (photoactivatable FCS)

Las mediciones se realizaron en un microscopio Zeiss LSM 780 (Zeiss, Jena) con un
objetivo Apochromat 40X 1.2 NA de inmesién en agua. Para FCS, el alineamiento de la
apertura confocal para los laseres 488 y 561 nm se realizé de acuerdo a las instrucciones
del mdédulo Confocor 3 (Zeiss, Jena) y el tamafiio se fijé en 1 AU (airy unit). Las proteinas
fusionadas a paGFP fueron excitadas con un laser de argdén 488 nm, y RFP o mCherry
con un laser diodo 561 nm. Se obtuvo en experimentos de calibracion un valor de 0.18

um para wo.

La fotoactivacion multifotdnica fue realizada con un laser Chameleon Vision (Coherent)
sintonizado a 820 nm con una potencia de 5 uW, como descripto en [168]. Los
experimentos fueron realizados en zonas del nucleo fotoactivadas con una distribucién

homogénea de H2B-RFP, evitando la membrana nuclear, nucléolos y regiones de alta
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densidad de H2B-RFP. No se realizaron mediciones en nucleos en fase G1, identificados
por su menor tamafio frente a nucleos en fase S/G2. La integridad del nucleo fue

monitoreada previo y posterior a cada experimento.

En las medidas de paFCS, la intensidad fue registrada a una frecuencia de 5x10° Hz (200
ns por punto) durante 10 a 20 segundos y 7 a 10 repeticiones. La curva de

autocorrelacion fue calculada utilizando el programa de adquisicion ZEN (Zeiss, Jena).

Para los experimentos de line scan y FCS, la fluorescencia fue colectada con un detector
GaAsP en modo de conteo de fotones. Para line scan, se barrié una linea de 2-3 um a

una frecuencia de 1000 Hz durante 200 segundos.

5.1.4 Seguimiento celular y segmentacién

La segmentacién de los embriones fue realizada con el programa ilastik[315], utilizando
el médulo carving de acuerdo a las instrucciones del programa. Se obtuvieron peliculas
4D de embriones que expresan memb-mCherry utilizando detectores de avalancha de
fotodiodos (avalanche photodiode detector, APD) para minimizar la exposicion de la
muestra. Cada cuadro fue cargado en el programa vy se le aplicd un ridge filter cono =5
para mejorar el contraste de la membrana y definir bien la interfaz de cada célula. Luego,
se calcularon los supervdxeles delimitados por las membranas utilizando algoritmos de
watershed. Finalmente, para cada célula se definieron los supervoxeles semillas
pertenecientes al interior y exterior de la misma y el programa define la morfologia 3D
de la célula. Los voxeles pertenecientes a cada célula fueron exportados y las superficies
y representaciones 3D de los embriones fueron realizadas con el programa FEI Avizo 8

(Visualization Sciences Group).

5.1.5 Andlisis de datos

Los analisis estadisticos fueron realizados utilizando GraphPad Prism (GraphPad
Software, La Jolla California USA) y MATLAB (The MathWorks, Inc., Natick, MA, USA).

Fue utilizada la prueba t de Student desapareada, y los resultados fueron expresados
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como promedio + error poblacional. Para la estimacién del valor p se asumieron

varianzas diferentes.

Para el ajuste de las curvas de autocorrelacién con la ecuacién 1.8 se utilizd una rutina
de ajuste global en MATLAB con el valor de koff comun a todas las curvas. El ajuste global
permite recuperar constantes de decaimiento en funciones suma de exponenciales sin

gue exista una correlacién entre los valores de las constantes[316].

5.1.6  Simulaciones

Las simulaciones de FCS puntual y line scan fueron realizadas con la plataforma MCell-

FERNET, como se detallara en el Capitulo 6.

5.2 Dindamica de sondas fluorescentes en materiales mesoporosos

Los films mesoporosos fueron preparados en los laboratorios del Grupo Quimica de
Nanomateriales - Gerencia Quimica, Centro Atémico Constituyentes, CNEA, en

colaboracién con la Dra. Paula Angelomé y la Lic. Paula Steinberg.

Las medidas de microscopia confocal y tratamiento e interpretacion de datos fue

realizada en mi lugar de trabajo de la tesis.

5.2.1 Preparacion de los films mesoporosos de TiO2

Los soles fueron preparados con TiCls (Sigma Aldrich), etanol absoluto (BIOPACK), H20
E-pure, surfactantes no idnicos tipo copolimero de bloque Brij58 (Merck) o Pluronic F127
(Sigma Aldrich). Para los soles preparados con Brij58, se utilizé una relacion molar
Ti:EtOH:H,0:Brij58 1:40:10:0.05 mientras que para F127, la relacion fue
Ti:EtOH:H,0:F127 1:40:10:0.005. Como sustrato se eligié un cubreobjetos de 24x50mm
y espesor nominal 1.5 (0.16-0.19 mm), el cual fue lavado exhaustivamente con etanol
antes de depositar las peliculas. Las peliculas fueron depositadas sobre el sustrato a una
velocidad de 2 mm/s en una camara con 30% de humedad relativa. Luego, se dejaron

estabilizar con el siguiente protocolo: un dia en una cdmara con 50% de humedad
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relativa, un dia en estufa a 60°Cy un dia en estufa a 130°C. Finalmente, se trataron desde
130°C hasta la temperatura de calcinacién deseada con una rampa de 1°C/min,
dejandolos en dicha temperatura por 2 horas. En el caso de temperatura de calcinacion
de 200°C, hubo un paso adicional que consistié en sumergir las peliculas en etanol
absoluto por tres dias para extraer los remanentes de surfactante. Para simplificar la
nomenclatura y condiciones de preparado de cada film se adoptd el sistema de

abreviaturas detallado en la Tabla 5.1.

Temperatura de 200°C 350°C 400°C
calcinacion / surfactante

Brij58 TB200 TB350 TB400
F127 TF200 TF350 TF400

Tabla 5.1: nomenclatura utilizada para los films mesoporosos de TiOz preparados.

5.2.2 Microscopia confocal y FCS

Las mediciones fueron realizadas en un microscopio confocal Olympus FV1000 (Olympus
Inc, Japon) utilizando un laser diodo de 543 nm con una potencia de 0.3 pW como fuente
de excitacién. El laser fue reflejado por un espejo dicroico (DM405/488/543/635) y
enfocado en la muestra con un objetivo Olympus UPlanSApo 60X de inmersion en aceite
(NA = 1.35). La fluorescencia emitida fue colectada por el mismo objetivo, enfocada
sobre la apertura confocal (pinhole), reflejada con una red de difraccidn y filtrada por
una ranura para acotarla al rango 555-655 nm. La fluorescencia fue cuantificada con un
detector fotomultiplicador en modo de pseudo-conteo de fotones (pseudo photon

counting). Se calibré un valor de 0.23 um para wo.

Para las medidas de point FCS se utilizé una frecuencia de muestreo de 10° Hz (10 us por
punto) y se tomaron 8.355x10° puntos por medida, para un total de 83.55 segundos de
adquisicion. Las curvas de autocorrelaciéon fueron calculadas y ajustadas con un modelo
de difusién 2D con el programa SimFCS (Laboratory for Fluorescence Dynamics,
www.lfd.uci.edu) o utilizando rutinas caseras de MATLAB. La funcién de autocorrelacién

para difusién 2D se define como
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1 1
G(t) =—X|—— Ec.(5.1)
T . o.
(N \1+%/z,
donde (N) es el nimero de moléculas fluorescentes en el volumen confocal y Tp, el

tiempo caracteristico de difusion, se relaciona con el coeficiente de difusién (D) y con la

cintura radial de la PSF (w,) de la siguiente manera

Tp = — Ec.(5.2)

5.2.3 Medidas de FRAP (fluorescence recovery after photobleaching)

Para las medidas de FRAP, el microscopio FV100 fue configurado en forma similar para
la excitacion y coleccidn a la descripta en la seccidn anterior. Para observar la muestra,
se barrid el laser en un area de 256x256 pixeles (42x42 pm con la magnificacidn
utilizada) con un tiempo por pixel de 10 us y un tiempo por imagen de 0.928 segundos,

con una potencia de laser de 0.3 uW.

El fotoblanqueo fue realizado en una region rectangular de 4 um de alto por 20 um de
ancho, barriendo la zona rectangular con el laser a una potencia de 30 pW durante 10-

20 cuadros.

Por ultimo, se determind la recuperacién de la fluorescencia en la zona fotoblanqueada
registrando un cuadro por minuto durante 75-90 minutos. La intensidad de
fluorescencia dentro de la zona fotoblanqueada fue normalizada con el criterio de doble
normalizacion, utilizando una zona no fotoblanqueada dentro del cuadro observado con
el fin de corregir derivas en el foco durante la adquisicion de los cuadros o el
fotoblanqueo ocasionado durante el registro de los cuadros. La doble normalizacién se
calcula de acuerdo a la ecuacién 5.3, donde Iggap_pre € Iprap(t) son la intensidad
promedio en la zona fotoblanqueada previo al fotoblanqueo y la intensidad en funcién
del tiempo posterior al fotoblanqueo, respectivamente. Similarmente, Irgp_prg €

Irer(t) se calculan en una zona donde no hubo fotoblanqueo,
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R I t
I(t) — REF—-PRE x FRAP()

_ Ec.(5.3)
Irer(t)  Irrap—prE

La recuperacion de intensidad de fluorescencia normalizada fue ajustada con la

siguiente ecuacién empirica

I(t) = y, + A (1 _ e_%> Ec.(5.4)

donde y, es la intensidad de fluorescencia en el instante posterior al fotoblanqueo, A la
amplitud de la recuperacién y t el tiempo caracteristico de recuperacién. En base a la

ecuacién anterior, la fraccion mavil puede calcularse de acuerdo a

=1y (ot+A) -y, A
1-1, 11—y 1-y,

E, Ec.(5.5)

5.2.4 Construccién de la geometria de la celda unidad para las simulaciones

La geometria de poros fue construida a partir de datos experimentales de SAX-2D,
elipsoporometria, adsorcién/desorcion y el modelo IIC (isotropic inorganic pore
contraction)[263] de los sistemas mesoporosos, gentilmente provistas por la Dra. Paula
Angelomé y la Lic. Paula Steinberg, del Grupo Quimica de Nanomateriales - Gerencia
Quimica, Centro Atomico Constituyentes, CNEA. Estas técnicas permiten determinar el
tamafio de la celda unidad previa contraccidon por tratamiento térmico y el grado de
contraccion en el eje perpendicular al sustrato en funcion de la temperatura. En la Tabla
5.2 resumimos las propiedades relevantes de estos films para nuestros estudios (seccion

8.6).

Espesor Volumen Radio cuello (hnm) Radio poro (nm) Contraccion (%)
(nm) poroso (%)

TB200 145 26.1 0.88 +0.1 1.13+0.4 41.2
TB350 113 324 1.97+0.4 2.50+0.4 51.2
TB400 112 40.3 2.81+0.5 3.37+1.0 54.4
TF200 193 29.6 1.21+01 3.15+0.8 48.3
TF350 161 46.4 2.88 + 0.4 430+0.5 58.6
TF400 143 39.4 3.43+0.5 5.46 +0.9 60.9
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Tabla 5.2: pardmetros geométricos de los films mesoporosos estudiados.

Ademas de los valores presentados anteriormente, la construcciéon de la geometria
depende del tipo de empaquetamiento y el tamafio de la celda unidad previo a la
contraccion por el tratamiento térmico. Para los films utilizados en esta tesis, el tipo de
empaquetamiento es Im3m con un tamafio de celda de 6.0 nm, también determinados

por la Dra. Paula Angelomé y la Lic. Paula Steinberg.

Con estos datos, procedimos a simular la geometria del sistema replicando los pasos y
modelos descriptos en la literatura para la sintesis de films mesoporosos preparados por
AEIE. El primer paso fue la construccion de la celda unidad de empaquetamiento Im3m,
utilizando el valor reportado de 6.0 nm. El siguiente paso fue colocar una esfera en cada
posicion de la celda unidad para representar las micelas que dan origen al poro (Figura
5.1A). Los valores reportados en la Tabla 5.2 para el tamafio de poro son posteriores a
la calcinacidn y contraccién, por lo tanto, no corresponden a los radios de las micelas de
origen. Por lo tanto, como aproximacién al tamafio de la micela se eligié como valor el
tamafio de poro de TB350 (2.50 nm). El siguiente paso fue simular la contraccidon uniaxial
(Figura 5.1B) y la contracciéon isotrépica del poro (Figura 5.1C). Para la contraccién
uniaxial se utilizé el valor reportado en la Tabla 5.2, mientras que para la contraccién del
poro se utilizé el criterio descripto en [263]. Como la contraccidn isotrdpica del poro es
debido a la contraccién del material inorganico, la misma fue simulada como una

expansién de la esfera que representa el poro.

La siguiente aproximacion realizada fue considerar que, debido al poco espesor del film
(100-200 nm) frente a la cintura axial de la PSF en experimentos de FCS (~1 um), el
transporte en la direccién perpendicular al sustrato (eje Z éptico) es despreciable,
reduciendo el sistema a un transporte bidimensional. Debido al empaquetamiento de
las micelas que dan origen a los poros, el transporte mayoritario de materia dentro de
estos materiales se dard en la direccién del plano diagonal de la celda unidad,
conectando el poro central con poros diagonalmente opuestos (Figura 5.1D). Por lo
tanto, el plano de difusion de las moléculas se obtuvo al intersecar dicho plano diagonal
de la celda unidad con la estructura porosa construida (Figura 5.1E). Finalmente, se

procedid a definir la celda unidad, removiendo las lineas que representan intersecciones
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dentro de la misma y aquellas que se encuentran por fuera de la celda unidad. La
estructura final obtenida (Figura 5.1F) representa la estructura minima que utilizaremos
para generar, mediante repeticiones de la misma, un plano infinito de difusidn

bidimensional.

Figura 5.1: esquema de la generacion de la geometria de los poros para las simulaciones. (A) Celda
unidad con esferas representando la posicion de cada micela que da origen a los poros. (B) Contraccion
uniaxial y (C) contraccion isotrdpica de las paredes por tratamiento térmico. Como las esferas
representan el poro, la contraccion isotrdpica de la pared fue simulada como una expansion del poro. (D)
Plano diagonal de la celda unidad, por el cual se da el transporte de las moléculas. (E) Interseccion del
plano diagonal con la estructura porosa. (F) Unidad minima obtenida a partir de e (E) lista para ser
replicada infinitamente y generar una geometria periddica.
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Capitulo 6: desarrollo de herramientas informaticas para la
simulacion de experimentos de FCS en sistemas complejos

6.1 Motivacion para el desarrollo de nuevas herramientas

Hemos mencionado en el capitulo 1 antecedentes que describen la utilizacion de
simulaciones computacionales para contribuir a la interpretacién de los resultados
experimentales en microscopia de fluorescencia. En el caso de las técnicas de
correlacién de fluorescencia, solamente procesos sencillos en sistemas simplificados,
como difusidn pasiva en un espacio homogéneo, poseen soluciones analiticas que
permiten extraer informacidn cuantitativa. En el capitulo 2 mencionamos que el nicleo
celular es un entorno complejo, donde los fendmenos de transporte e interaccién
muchas veces no pueden ser explicados por modelos sencillos. En estas situaciones, las
simulaciones computacionales se vuelven herramientas fundamentales para poder

elucidar los fendmenos que luego son registrados en los experimentos.

La gran mayoria de trabajos que realizan simulaciones de experimentos de microscopia
de fluorescencia combinan la generacion de las trayectorias moleculares y la generacién
de fluorescencia en un Unico programa, limitando los escenarios a ser simulados a
difusidn y reacciones simples dentro de una caja homogénea[101, 102, 105, 107]. Dichos
sistemas simplificados distan bastante de los tipos de simulaciones que pueden sernos
de utilidad para interpretar experimentos de FCS en escenarios complejos. Por este
motivo, decidimos desarrollar una herramienta robusta, modular y de facil uso que
permita simular diversos experimentos de FCS en microscopios confocales, utilizando
como base un programa existente y validado para la simulacién del movimiento de las

particulas.

6.2 Generacion de trayectorias moleculares en sistemas complejos

Hemos mencionado en la seccién 1.4, antecedentes que muestran que las rutinas
utilizadas para la simulacion de trayectorias son muy limitadas, utilizando algoritmos de
random walk bdsicos y reacciones estocasticas simples[105, 107]. Por este motivo,

decidimos usar como punto de partida el programa de cddigo libre MCell (Monte Carlo
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Cell, http://mcell.org), una herramienta poderosa para la simulacion de procesos

biolégicos en geometrias complejas.

6.2.1 Breve descripcion de MCell

MCell es una herramienta disefiada con el fin de simular la complejidad de los procesos
biolégicos como cascadas de sefalizacidon y rutas metabdlicas, con interacciones entre
varios componentes en solucion y/o compartimentalizados. MCell posee numerosas
ventajas frente a otras herramientas de simulacion ya que la aproximacién estandar
para sistemas de reaccién-difusiéon ignora la naturaleza discreta de los reactantes y el
cardcter estocastico de su interaccidn, mientras que técnicas basadas en ecuaciones
maestras, como el algoritmo de Gillespie[317], suponen que a cada instante las

particulas estan uniformemente distribuidas en el espacio.

MCell incluye rutinas optimizadas de dindmica browniana para modelar la difusion de
moléculas individuales en volimenes o superficies, trazado de rayos de vectores de
movimiento para detectar colisiones y probabilidades de Monte Carlo para decidir las
colisiones que resultardn en eventos de reaccidon[318-320]. Las particulas difunden en el
sistema y las reacciones ocurren de manera instantanea siguiendo un proceso
poissoniano. Este enfoque permite desacoplar los eventos de reaccidon de los de

difusion.

Los escenarios de geometria compleja que MCell permite simular son facilmente

creados con Blender, un programa CAD de cédigo abierto (http://www.blender.org).

Ademas de facilitar la construccién de la geometria del sistema, Blender sirve también
como plataforma para visualizar las trayectorias moleculares generadas con MCell y
generar imagenes o peliculas del escenario simulado, utiles para observar patrones de
expresidon o cascadas de sefializacion. Los archivos de entrada de MCell son archivos de
texto con la descripcion del sistema como en la gran mayoria de los programas de
simulaciones computacionales (AMBER, GROMACS, Gaussian, etc.), El plugin
CellBlender es el encargado de convertir la geometria 3D y pardametros del sistema

generada en Blender en archivos de texto interpretables por MCell. Para los casos de
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geometria sencilla, como una caja con distribucion homogénea de particulas, los
archivos de configuracién para MCell son simples y pueden ser generados con cualquier

editor de texto.

A modo de ejemplo, la Figura 6.1 presenta una captura de pantalla del programa
Blender, el cual, en conjunto con CellBlender, se utilizd para crear un escenario complejo

para ser simulado utilizando MCell.

Figura 6.1: captura de pantalla de Blender y CellBlender utilizados para la creacion de un modelo para la
union neuromuscular de rana. Extraido de [321].

La idea subyacente a nuestro trabajo fue aprovechar la facilidad de uso de MCell para
generar trayectorias moleculares en sistemas complejos, y desarrollar un programa que
utilice estas trayectorias como base para la generaciéon de trazas de fluorescencia.
Lamentablemente, nos encontramos con el problema de que ninguno de los modos de
salida de MCell era adecuado para simular los experimentos de fluorescencia
requeridos, ya sea porque carecian de la informacién espacial necesaria o la misma
estaba codificada en un formato poco practico para la generacion de informacién de
fluorescencia. Por este motivo, fue necesario modificar el cédigo fuente de MCell para

gue el archivo de salida del mismo tenga un formato adecuado y practico.
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6.2.2 Disefio de un formato de salida de MCell adecuado para la generacion de trazas

de fluorescencia

El cédigo fuente de MCell fue modificado para incorporar un nuevo modo de salida
adecuado para la simulacién de experimentos de microscopia de fluorescencia. En la
Figura 6.2 se detalla el formato del archivo de texto de salida de MCell con lainformacion
pertinente a las trayectorias moleculares y pardmetros necesarios para la generacién de

fluorescencia.

timestep Dmax <— header
molec, X, Y, Z,

molec, X, Y, Z, nom,b,rey
posiciones o
la molecula en

o iteracin 0

molec, X, Y, Z,

iter 100 0 N <— findelaiteracion 0

molec1 X Y Z

molec, X, Y, Z, nombre y
posiciones o
la molécula en
iteracion 1

molec, X, Y, Z,
iter 100 1 N <«— finde la iteracion 1

Figura 6.2: formato del archivo de salida de MCell con las trayectorias moleculares simuladas. En rojo se
detalla la funcionalidad de cada linea o bloque.

Como se menciond en la seccidn 1.3.2.2, la informacidn adquirida en un experimento de
microscopia de fluorescencia confocal es la evolucién temporal de la intensidad de
fluorescencia. En el caso sencillo de una medicidn en la cual el Iaser se mantiene en una
posicion fija, el valor de la intensidad en cada punto de la traza se obtiene al sumar los
fotones emitidos por todas las moléculas del sistema que permanecieron en el volumen
de observacion en el tiempo de integracion. El formato del archivo de salida disefado

sigue esta organizacion para facilitar la generacién de la traza de fluorescencia.
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La primera linea del archivo de salida, comunmente denominado header, posee
informacién temporal del sistema simulado, la cual serd necesaria para la posterior
generacion de la traza temporal de intensidad de fluorescencia. El primer parametro,
timestep (paso de simulacion o tiempo de iteracién), corresponde al tiempo de
muestreo en el cual MCell graba las coordenadas de las particulas. El segundo
pardmetro, Dmax, es el mayor coeficiente de difusién de todas las especies simuladas.
Estos pardmetros seran de importancia para determinar si las condiciones simuladas son
adecuadas para generar correctamente los datos, como se detallard en la siguiente

seccion.

Luego de esta linea, el resto del archivo de salida se encuentra organizado en bloques.
Cada iteracion se encuentra separada por una linea especial, y dentro de cada bloque
de iteracion se detalla el nombre y posicidon de cada particula del sistema. Este tipo de
formato de archivo permite una facil interpretacion y organizacidon por parte del
programa para simular los experimentos de fluorescencia, como se detallard en las

siguientes secciones.

6.3 Generacion de la traza de intensidad de fluorescencia

En la seccidon anterior describimos que MCell permite simular un sistema molecular
complejo y obtener informacidn espacial de las moléculas en un formato adecuado para
la simulacién de experimentos de fluorescencia. En esta seccion, utilizaremos como
punto de partida esta informacién y le otorgaremos a cada una de las distintas especies
un brillo molecular (definida en cuentas por molécula por segundo, coms), ademas de
definir las propiedades del volumen de observacion, la coleccidn de la intensidad y los
parametros de adquisicién de los datos. Con esta informacion, en conjunto con la
informacién espacial obtenida con MCell, construiremos las simulaciones de

experimentos de microscopia de fluorescencia.

A continuacion, se detallaran los algoritmos y pardmetros utilizados por el programa de
simulacidn de experimentos de fluorescencia, y mostraremos ejemplos de simulaciones

para ejemplificar las multiples aplicaciones que puede tener esta rutina. Dicho programa
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fue bautizado como FERNET (Fluorescence Emission Recipes and NumeErical routines
Toolkit), cuyo cddigo fuente, manuales, ejemplos y la versién modificada de MCell se

pueden encontrar en http://www.dc.uba.ar y https://github.com/jfangiolini/FERNET.

6.3.1 Algoritmo de excitacion/emisidn

La Figura 6.3 esquematiza el algoritmo disefiado para generar trazas de intensidad de
fluorescencia a partir de las trayectorias moleculares de MCell. FERNET utiliza un
volumen confocal cuyas dimensiones pueden ser facilmente modificables en el archivo
de configuracidon. Para la microscopia confocal, el volumen de observacién puede ser
aproximado por un elipsoide gaussiano 3D[34]. En cada paso de simulacidn, el programa
evalla la posicion de cada particula en el volumen confocal y calcula la probabilidad de

excitacion (g) con la siguiente ecuacion:

—2((x = x0)* + (Y —¥0)*)  —2(z—z)*
w3, T w2

g(x,y,z) = exp Ec.(6.1)

donde wyy, Y w, son las cinturas radial y axial de la PSF, respectivamente, y (X, Yo, Zo)

es la posicidon del centro del volumen confocal.

Para determinar si una molécula es excitada o no el valor de g es comparado con un
numero al azar entre O y 1; si el primero es mayor se considera a la molécula en un
estado excitado. Si la molécula es excitada tendra una probabilidad determinada de
emitir un fotdén. Tal como describimos en la seccion 1.3.2.1, existen procesos no
radiativos que compiten con la fluorescencia, por lo tanto, no toda molécula excitada
decae al estado fundamental emitiendo un fotdn. Para determinar si la molécula
excitada emite fotones, definimos el parametro g como q = € - k, donde € es el brillo
molecular (en cpsm) y k es el tiempo entre eventos de emisién (del orden de
nanosegundos para los fluoréforos utilizados en microscopia confocal, el tiempo de
excitacion y de relajacion se consideran despreciables en esta escala temporal[34]). El
parametro g representa entonces el nimero medio de fotones que emitird la molécula

por unidad de tiempo. El algoritmo sortea un segundo nimero al azarentre Oy 1y lo
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compara con el valor de g. Similarmente a la excitacidn, se considera que la molécula

emitié un fotdn si el valor de g es mayor al valor sorteado al azar.

Para determinar el nimero total de fotones emitidos por una molécula durante un paso
de simulacidn (ts), el proceso descripto previamente es repetido t,/k veces, suponiendo
que la posicién de la molécula es aproximadamente constante durante t;. Dado que esta
aproximacion no serd valida para moléculas rdpidas, el programa compara el valor de t;
con el tiempo de transito por el volumen confocal de la molécula mas rapida simulada
(Tpmax): Si Tpmax < 10t el programa le sugiere al usuario que verifique y modifique el

valor de tsen la simulacién de MCell para no introducir artefactos.

El procedimiento descripto anteriormente es repetido para cada una de las moléculas
simuladas y la intensidad de fluorescencia para cada paso de simulacion es calculada
sumando los fotones emitidos por todas las moléculas. Este proceso se repite para todos
los pasos de simulacion obteniéndose una traza de fluorescencia en funcién del tiempo.

En la Figura 6.3 se presenta un esquema del algoritmo descripto.
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ax.y.z)

excitacion:
¢ 9(x,y,z) > random [0-1] ?

Si
emision:
¢ q >random [0-1] ?

no

no Si

v

sumar0a sumarla
fotones fotones

R

¢ probado t /K veces ?
no

Si

siguiente molécula

Figura 6.3: esquema del algoritmo de excitacion/emisién de FERNET, detallando los chequeos que realiza
en cada paso de simulacion.

Ademas, implementamos en FERNET la posibilidad de simular experimentos de
fluorescencia en dos canales, permitiendo obtener imagenes en dos colores o simular
experimentos de correlacidon cruzada, Utiles para estudiar interaccién entre moléculas
por FCS[322]. Como se vera mas adelante, al darle entidad fluorescente a las moléculas
simuladas por MCell, se puede optar por que las mismas emitan en cualquiera de los dos

canales o en ambos, simulando moléculas con marcacién doble[323].

En la seccion 1.3.2.2 describimos que existen técnicas de FCS que utilizan imagenes para
subsanar la pérdida de resolucién espacial en experimentos puntuales. Debido a la

relevancia de estos experimentos, decidimos incorporar la posibilidad de simular estas
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técnicas de barrido confocal en un area y de adquisicion de imagenes con iluminacion

en un plano (SPIM, seccion 1.3.2.3) en FERNET.

6.4 Modos disponibles para la simulacion de experimentos de

fluorescencia y sus parametros

Al momento de ejecutar FERNET, es necesario definir el modo de captura a simular y
especificar dos archivos de entrada: i) las trayectorias moleculares obtenidas con MCell
y ii) un archivo de configuracién con los parametros relativos a la generacién de
fluorescencia. En la Figura 6.4 se muestra un diagrama de flujo de la realizacién de una
simulacidn, detallando los programas y archivos de salida mencionados en la seccién 0

ademas de los archivos y programas relativos a FERNET.

Editor de texto||  Blender MCell
Geometria 3D Trayectorias Al
leculares configuracion de
L FERNET
CellBlender FERN ET
Archivos de configuracion de MCell
Traza de intensidad o

imagen

Figura 6.4: esquema de archivos, programas y pasos a seqguir necesarios para la simulacion de
experimentos de fluorescencia utilizando la plataforma MCell-FERNET.

El archivo de configuracion de FERNET es un archivo de texto simple que contiene toda
la informacién y pardmetros para la generacion de fluorescencia. Este archivo se
encuentra dividido en bloques, uno para los parametros comunes a todos los modos y
un bloque para cada uno de los posibles modos. A continuacion, se detallaran los
parametros de cada bloque (en el anexo a este capitulo se muestra un ejemplo del

archivo de configuracién con los valores predeterminados).
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6.4.1 Parametros comunes a todos los modos

El bloqgue comin a todos los modos posee informacién sobre el tamafio de la PSF
(cintura radial y axial), el parametro k (seccién 6.3.1), qué moléculas emiten en cada
canal y con qué brillo molecular (en cpoms). Ademas, si el usuario lo desea, se puede
agregar ruido a los datos simulados para poder analizar como éste podria afectar las
observaciones. El ruido agregado posee dos componentes: ruido de disparo (shot noise)
y ruido de lectura (readout noise). El primer tipo de ruido, asociado a la dualidad onda-
particula de los fotones, es modelado como un proceso poissoniano con valor medio
VN, donde N es la cantidad de cuentas obtenidas en el paso de simulacion[324]. El
segundo tipo de ruido, originado por el ruido asociado al proceso de lectura en equipos
electrdénicos, es modelado como un proceso gaussiano con media cero y desvio estandar

igual a uno, sélo tomandose en cuenta la rama positiva de la distribucién[325].

6.4.2 Modo de FCS en un punto fijo (single point FCS)

Este es el modo més sencillo de FCS en microscopia confocal, consiste en colectar la
fluorescencia proveniente de una PSF inmovil durante todo el experimento. Para realizar
este tipo de simulaciones, es necesario especificar el centro espacial de la PSF y el prefijo
del nombre del archivo de salida. La PSF se mantiene en la posicidn inicial durante el
transcurso de la simulacién y el resultado obtenido es la traza de intensidad con un total

de puntos igual a la cantidad de pasos simulados en la generacién de la trayectoria.

6.4.2.1 Ejemplo de simulacion: FCS en un tnico punto y deteccidn en dos canales

En este caso, utilizamos el modo single point FCS del programa en un escenario en el
cual las moléculas de interés difunden e interactdan con sitios de unidn fijos. Como
veremos en el capitulo 6, este tipo de escenario sera de gran interés para dilucidar la
informacién que es posible extraer a partir de experimentos en nucleos de embriones
expresando factores de transcripcidn fusionados a proteinas fluorescentes. Trabajos
previos mostraron que dichas simulaciones son de extrema ayuda para estudiar la

interaccidn de factores de transcripcidn con cromatina en células in vivo[107, 326].
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El primer caso estudiado consiste en dos especies A y B (por ejemplo, dos factores de
transcripciéon marcados con fluoréforos que emiten en rangos espectrales distintos) que
difunden e interactuan con distintos sitios de unidn (Figura 6.5A) o compiten por el
mismo sitio de unién (Figura 6.5B). Si bien las funciones de autocorrelacién
(autocorrelation function, ACF) de las moléculas son similares, mostrando la
componente de difusién (tgir= 0.2-0.5 ms) y la componente de interaccion con el sitio de
unién (thind = 10 ms), ambos escenarios pueden ser claramente distinguibles gracias a la
funcién de correlacién cruzada (cross-correlation function, CCF). La correlacién cruzada
es una variante de la autocorrelacién descripta en la seccion 1.3.2.2, con la diferencia
de que en vez de correlacionar temporalmente la traza de intensidad obtenida en un
canal del microscopio consigo misma se correlaciona con la traza de intensidad obtenida
en el otro canal. Este analisis permite, entre otras cosas, detectar fluctuaciones
simultaneas en los dos canales que se producen como consecuencia de una asociaciéon

entre las moléculas marcadas con las distintas sondas[327].

En el primer caso, dicha funcién es nula ya que las moléculas marcadas con sondas
distintas son independientes entre si, mientras que en el segundo caso se observa una
anticorrelacién en la escala temporal del evento de unién (Figura 6.5B), ya que la

molécula A sélo se unira al sitio cuando la B no se encuentra unido al mismo.
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Figura 6.5: simulaciones de experimentos de FCS en dos colores en diversos escenarios: union no
competitiva (A), union competitiva (B), formacion de complejo y posterior union (C) y reclutamiento
secuencial (D). La intensidad de fluorescencia de cada canal fue generada por FERNET y el andlisis de
correlacion fue realizado con rutinas caseras.

Para demostrar la versatilidad de MCell a la hora de definir reacciones, se planted un
escenario en el cual dos moléculas marcadas con sondas fluorescentes distintas forman
un complejo que interactua con sitios de unién estaticos (Figura 6.5C). Este ejemplo es
similar a factores de transcripcion cuya afinidad por el ADN es influenciada por su
interaccidon con otras proteinas (por ejemplo, el receptor de estrégeno requiere de
calmodulina para unirse al ADN[328, 329]). En este caso, la CCF presenta dos
componentes, reflejando la difusion del complejo en solucién y la unién del mismo a su
sitio. Finalmente, fue simulado un ultimo escenario en el cual hay un reclutamiento
secuencial de dos moléculas a un sitio de unién (por ejemplo, el receptor de
glucocorticoides unido a cromatina recluta correguladores involucrados en la activaciéon
de promotores[330]). Las ACFs obtenidas para el canal rojo y verde son diferentes
debido al reclutamiento secuencial y se observa una CCF positiva en la escala temporal

de los eventos de unién (Figura 6.5D).
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En la Tabla 6.1 se presentan los valores utilizados para las simulaciones de los cuatro
escenarios presentados en la Figura 6.5. Para los casos en los que se aplica el modelo de
Michelman-Ribeiro et al.[107] en régimen de reaccion-difusion (mas detalle de este
modelo en el Capitulo 6) las ACF/CCF fueron analizadas y los pardmetros obtenidos no

fueron significativamente distintos a los simulados.

[Escenario Pardmetro  Simulacién  Recuperado de
... A CCF_|

Unién no competitiva Drojo (LM?/s) 50.00 50.21+0.16 -
Dverde (Um?/s) 50.00 50.00+0.19 -
koff,rojo(l/S) 10.00 998 +0.27 -
Koffverde(1/5) 10.00 10.37+£0.26 -

Unién competitiva Drojo (UM?/s) 50.00 - -
Dverde (I.lmz/S) 50.00 = -
koff,rojo(l/s) 10.00 - -
koff,verde(l/s) 10.00 = -

Formacién de complejo y unién = Dcomplejo (UM?%/s)  39.00 - 38.03+1.63
Drojo (I.lmz/S) 50.00 - -
Dverde (IJ.mZ/S) 50.00 - -
koff,complejo(l/S) 10.00 = 11.78 £ 0.75

Reclutamiento secuencial Drojo (UM?/s) 120.00 - -
Dverde (I.lmz/S) 120.00 = -
Koff,rojo(1/) 30.0 - -
koff,verde(l/s) 30.0 - -

Tabla 6.1: pardmetros utilizados para las simulaciones de la Figura 6.5 y valores recuperados a partir de
la ACF/CCF

Estos ejemplos muestran que las simulaciones pueden ser de gran ayuda para discernir
entre posibles mecanismos de unién, ya sea obteniendo los parametros en los casos que

existan soluciones analiticas, o simplemente comparando las forma de las ACF/CCF.

6.4.3 Modo de multiples FCS en un punto fijo

Este modo es equivalente a varios experimentos de single point FCS separados
espacialmente y adquiridos simultaneamente. Este modo resulta util para simular
experimentos del tipo spinning disk confocal[331, 332], multifoco[65, 333] o
simplemente para obtener réplicas en distintos puntos de un mismo sistema. El usuario
define una grilla 2D de PSFs (cantidad y separacion entre las mismas) y obtiene una traza

de intensidad para cada posicidn de la grilla. Como en el caso anterior, la PSF permanece
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inmovil durante la simulacién y cada traza posee un total de puntos igual a la cantidad

de pasos simulados en la generacién de la trayectoria.

Este modo resulta util para obtener varias trazas de fluorescencia de un mismo sistema,
ahorrando tiempo de computo. Este enfoque fue utilizado en las simulaciones de las
secciones 6.4.2.1 y 7.2 para aumentar la estadistica sin necesitar re-simular el sistema
entero varias veces. Sin embargo, debido a que MCell no soporta condiciones de
contorno periddicas, es aconsejable que las PSFs exteriores de la grilla se encuentren
por lo menos 2-3 cinturas radiales del borde del sistema, para evitar que los rebotes de
las moléculas en las paredes introduzcan correlaciones espureas en los resultados

obtenidos.

6.4.4 Modo de barrido en linea (line scan)

Una limitante substancial de los experimentos de FCS en una Unica posicién es que no
poseen resolucion espacial, esto es, sélo se obtiene informacion dinamica en un
volumen muy pequeiio de la muestra. Por este motivo, fueron desarrolladas las técnicas
de FCS de barrido, en las cuales se mueve el volumen de observacién repetitivamente a
lo largo de una trayectoria determinada. En la Figura 6.6 se presenta un esquema de un

experimento de barrido en linea.
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tiempo

posicion sobre la linea

Figura 6.6: esquema de un experimento de barrido en linea. La PSF barre la muestra en linea recta (A).

Los datos obtenidos se presentan como una matriz (B) en la cual se representa la intensidad (escala en

pseudocolor) en funcion de la posicion a lo largo de la linea (en pixeles) y el tiempo por linea. Adaptado
de [334].

La matriz de intensidad obtenida puede ser analizada de distintas formas. Por ejemplo,
se puede calcular la funcién de autocorrelacion punto a punto dentro de una columna,
mapeando asi la dindamica en la regién estudiada. Ademas, se puede correlacionar la
intensidad medida en una posicién con aquella obtenida en otra posicién luego de un
tiempo de retardo dado. Esta correlacion cruzada espacio-temporal es muy utilizada

para analizar la conectividad entre dos zonas de la muestra[335].

El modo mas sencillo de las técnicas de escaneo es el de barrido en linea (linescan), en
el cual la trayectoria es una linea recta. Para simular este tipo de experimentos, es

necesario especificar en el archivo de configuracion de FERNET el centro espacial de la
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linea en las coordenadas del sistema, y el largo de la misma se calcula en base a dos
pardmetros: la cantidad de puntos a barrer y la separacién entre los mismos. En esta
rutina, incorporamos un parametro extra (deadtime) para incorporar el tiempo muerto
entre la adquisicion de una linea y la siguiente. En microscopios confocales comerciales
este tiempo es normalmente del orden de milisegundos, limitando la frecuencia de

obtencion de lineas a ~1000 Hz.

La rutina descarta los datos obtenidos durante el deadtime, simulando la ausencia de
adquisicion de datos entre ciclos de barrido en un microscopio confocal. Por lo tanto, el
numero de iteraciones a simular para obtener una matriz del tamafo deseado no resulta
tan trivial como en los modos anteriores. En la seccion 6.6.2.1 se detalla el calculo del

numero de iteraciones necesarias.

6.4.5 Modo de barrido en érbitas (orbital scan)

Las rutinas de orbital scanning fueron desarrolladas para el seguimiento en tiempo real
(tracking) de moléculas fluorescentes en un microscopio multifoténico[336, 337] y son
a su vez muy utilizadas para hacer estudios de correlacién con resolucion espacial en
forma similar a la discutida para el modo de line scan[338]. La ventaja de este método
frente al barrido en linea recta es que, dada la naturaleza circular de la 6rbita escaneada,
luego de llegar al final del trayecto escaneado el ldser no necesita retornar a la posicion
original: el primer punto de la siguiente iteracién es el siguiente punto de la érbita. Al
no existir el deadtime como en el caso de las otras técnicas de escaneo se logran
frecuencias de adquisicidn mayores, permitiendo explorar propiedades
espaciotemporales de procesos rapidos. Por estos motivos, incluimos este ultimo modo
en la plataforma de simulaciones. Es necesario especificar en el archivo de configuracién
de FERNET el centro de la érbita en las coordenadas del sistema, ademas del radio y
periodo de la drbita. El programa calcula internamente la cantidad de puntos sobre la

Orbita en base al periodo de la misma y el paso de simulacién (seccién 6.6.2.2).

El resultado obtenido es una matriz de intensidad de fluorescencia como en el caso

anterior, de ancho igual al nimero de puntos sobre la drbita y largo acorde al tiempo
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del experimento. Al no existir tiempo muerto entre escaneos consecutivos el calculo de

iteraciones resulta trivial y se detalla en la seccién 6.6.2.2.

6.4.6 Modo de barrido de area (raster scan)

El modo raster scan permite obtener imagenes de barrido simuladas, similares a las que
se obtendrian en microscopios de barrido confocales. La forma en el que la imagen es
obtenida y construida es una expansion directa del modo line scan descripto
previamente y es similar al funcionamiento de los viejos televisores de tubo de rayos
catddicos: el drea a escanear es dividido en lineas horizontales que son recorridas de
manera consecutiva, desde la parte superior hasta la parte inferior del cuadro. Una vez
qgue la ultima linea es completada, el proceso vuelve a comenzar hasta adquirir la

cantidad de cuadros deseado (Figura 6.7).

Figura 6.7: esquema de la generacion de una imagen en modo raster scan. Las lineas azules representan
las lineas recorridas de manera consecutiva en las cuales se produce la adquisicion de los datos, las
lineas rojas representan el salto a la posicion de origen en la siguiente linea y la linea gris representa el
salto a la posicion inicial del siguiente cuadro.

El parametro deadtime cumple la misma funcién que en el modo line scan,
representando el retraso experimental entre lineas y cuadros consecutivos. El area a

escanear estd dada por el ancho y alto del cuadro, en pixeles, y el tamafio del pixel. El
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resultado de la simulacién obtenido es una secuencia de imagenes, comunmente

denominada “pelicula”.

6.4.6.1 Ejemplo de simulacion: interaccion de proteinas con microtubulos

Esta simulacion fue realizada para demostrar la capacidad de FERNET para realizar
peliculas en modo raster scan aprovechando un sistema conocido y estudiado en
nuestro laboratorio. Las MAPs (microtubule-associated proteins) son proteinas que
decoran los microtubulos y cumplen diversas funciones, regulando el transporte por
motores moleculares que utilizan los microtibulos como via de transporte vy

modificando la rigidez y forma de los microtubulos[339-342].

En la Figura 6.8 se muestra una representacién 3D del sistema simulado y un cuadro
representativo de la pelicula simulada. El sistema consiste de microtubulos (cilindros
grises) y dos tipos de moléculas: unas unidas irreversiblemente a los microtubulos (por
ejemplo, unidades de alfa tubulina marcadas con GFP, esferas verdes) y otras que
pueden difundir libremente en el citoplasma, unirse y deprenderse de los microtubulos
y difundir sobre los mismos (proteinas MAPs, esferas rojas). Este escenario complejo es
facil de simular en MCell, demostrando la simplicidad de uso del programa vy la

informacién valiosa que permite extraer FERNET.
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Figura 6.8: representacion 3D del sistema simulado (izquierda) y un cuadro de la pelicula obtenida
(derecha). En el modelo 3D, los cilindros grises representan los microtubulos; las esferas verdes,
proteinas unidas irreversiblemente al microtubulo y las esferas rojas, proteinas dindmicas que difunden
en el citoplasma y pueden unirse y difundir sobre los microtubulos.

6.4.7 Modo de barrido en Z (Z-stack)

La simplicidad del uso de MCell-FERNET hizo que buscdsemos extender las aplicaciones
del programa para analizar e interpretar experimentos realizados en nuestro
laboratorio. En particular, decidimos programar el barrido 3D ya que, como veremos
mas adelante, es de gran utilidad para determinar la performance de rutinas de
deconvolucién 3D usadas en nuestro laboratorio. Este modo de adquisicién es una
expansioén directa del modo raster scan. Los distintos planos son registrados de manera

consecutiva, obteniendo una reconstruccion 3D de la muestra.

Los parametros especificados en el archivo de configuracidn de FERNET son los mismo
gue en el modo raster scan, con la adicién de la posicidn del plano superior e inferior y

la separacién entre planos (step).

6.4.7.1 Ejemplo de simulacion: reconstruccion 3D con Z-stack

La técnica de Z-stack resulta Gtil para estudiar la estructura 3D de un sistema. Como
ejemplo se construyd un sistema similar a una red de microtubulos que parten de un
punto en comun, el MTOC (microtubule-organizing center). Dicho modelo fue elegido
debido a un proyecto en colaboracion con el grupo del Dr. Nicolas Plachta, que estudia
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la reorganizacion del citoesqueleto durante la divisidn celular en embriones vivos. Estas
simulaciones resultan de gran ayuda para probar algoritmos de reconstruccién de la red

de microtubulos a partir de imagenes de fluorescencia.

Simulamos una red de microtubulos decorada con unidades de tubulina marcadas con
una sonda fluorescente (Figura 6.9). Para la simulaciéon, consideramos que las imagenes
fueron adquiridas cada 0.5 um a lo largo del eje 6ptico ya que un buen criterio para esta
técnica es espaciar los planos media cintura axial de la PSF siguiendo el criterio de

Nyquist-Shannon[343].

Figura 6.9: estructura similar a citoesqueleto construida en MCell. Las esferas verdes representan
unidades de tubulina marcadas con una sonda fluorescente.

En la Figura 6.10 se presentan el plano superior (+4.0 um), inferior (-4.0 um) y algunos
intermedios, ademas de la reconstruccion 3D obtenida a partir de todos los planos.
Dicha reconstruccién fue realizada con el programa Avizo (FEI Visualization Sciences,

Zuse Institute Berlin).
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z=+4.0pum reconstruccién 3D

Figura 6.10: planos representativos del seccionamiento en el eje Z para el sistema simulado y
reconstruccion 3D a partir de todos los planos

6.4.8 Modo de iluminaciéon en plano (SPIM)

En la seccion 1.3.2.3 describimos las técnicas de iluminacion de plano unico (TIRF, SPIM,
HILO) y su relevancia para experimentos de imaging FCS o de seguimiento de molécula

Unica. Por estos motivos, decidimos incorporar el modo SPIM a FERNET.
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En este caso, se debe especificar ciertos parametros en el archivo de configuracion
relativos a la iluminacién: NA representa la apertura numérica del objetivo con el cual
es generada dicha iluminacién, waist representa la cintura de dicho plano de iluminacién
y centerz la posicién el eje Z del mismo. La iluminacién en el plano XY se considera
homogénea, por lo que la PSF del sistema es equivalente a la ecuacién 6.1 considerando
Wyy infinito. En el modo SPIM, el valor del parametro waist sobrescribe el parametro w,

del bloque comun.

Ademas, es necesario especificar la longitud de onda de emisidn de las moléculas (por
el momento SPIM sélo permite un canal de deteccion), el ancho y alto de la imagen en
pixeles junto con el tamafio del pixel y el tiempo de integraciéon del cuadro. Como la
adquisicion de la imagen es simultdnea y no existen tiempos muertos, resulta trivial
calcular la cantidad de iteraciones necesarias para obtener una cantidad de cuadros

deseada (seccion 6.6.2.5).

6.4.8.1 Ejemplo de simulacion: dindmica de sistemas heterogéneos con FCS de imdgenes

Para demostrar la versatilidad de la técnica de FCS de imagenes se simulé un escenario
gue consiste en dos compartimientos separados por una membrana permeable en los
cuales se distribuyen moléculas que poseen un coeficiente de difusidn distinto en cada
compartimiento. La conversién en la interfaz de los compartimientos es equiprobable,
pero MCell permite separar las probabilidades para cada sentido, o anular un sentido de
ser deseado. Cada compartimiento contiene inicialmente 24 particulas/um3
(equivalente a 40nM) con un coeficiente de difusién de 2 um?/s en el compartimiento
superiory 0.5 um?/s en el compartimiento inferior (Figura 6.11A). El perfil de iluminacién
fue considerado homogéneo en el plano XY y gaussiano con una cintura de 0.5 um en el
eje perpendicular[71]. El tiempo de adquisicién de cada cuadro fue fijadoen 1 msy el

tamarfio de pixel en 0.24 pum.

La secuencia de imagenes obtenida fue analizada con el plugin imFCS para Imagel[344],
gue permite calcular curvas de correlacién en cada pixel, ajustarlas a un modelo de

difusidon pasiva y generar un mapa de coeficientes de difusion (Figura 6.11A) y el
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correspondiente histograma (Figura 6.11B). Dicho histograma presenta una distribucion
bimodal, cada una correspondiente a cada compartimiento. Los coeficientes de difusién
recuperados a partir de dichas distribuciones son 1.80+0.68 pm?%/s y 0.53+0.32 um?/s

(promedio + desvio estandar), no significativamente diferentes a los simulados.
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Figura 6.11: simulacion de experimento de SPIM-FCS. (A) Mapa de coeficientes de difusion y (B)
histograma del valor del coeficiente de difusion obtenido en cada pixel. Los compartimientos y su division
se aprecian claramente en el mapa y en la forma bimodal del histograma. Ambos grdficos comparten la

misma escala de colores.

6.5 Discusiones

En este capitulo, presentamos la plataforma MCell-FERNET y mostramos ejemplos para
ilustrar la utilidad de esta herramienta para crear un escenario complejo y simular
experimentos de fluorescencia, pudiendo aun ser adaptada para incluir procesos
fotoquimicos y fotofisicos, como fotoblanqueo y/o reacciones de fotoconversion[101,
324], interacciones entre moléculas, cascadas de sefializacién, entre muchos otros

escenarios posibles.

Como veremos en el siguiente capitulo, la posibilidad de simular experimentos en
escenarios complejos resulta de gran ayuda tanto para el disefio como para la
interpretacion de experimentos de microscopia confocal, en especial los de correlacién
de fluorescencia, cuyos modelos son complejos y muchas veces carecen de solucién
analitica. FERNET permite proponer modelos, simular los experimentos y contrastar los

resultados obtenidos con los experimentales.

109



Ademads, como FERNET fue programado de manera modular, resulta facil incorporar

nuevos modos y formas del volumen confocal. FERNET resulta de enorme ayuda para la

prediccidn e interpretacion de resultados de microscopia confocal.

6.6 Anexo

6.6.1

Archivo de configuracién de FERNET

common:

{

channelO: // uno de dos canales o “colores” disponibles

{

};

on = 1;// estado del canal (1 = encendido, 0 = apagado)
molec = ("A");// moléculas que emiten en el canal 0
bright = (100000);// cpsm de las moléculas en el canal 0

channell: // segundo canal, necesario para experimentos de dos colores

{

point:

multi:

um

um

on = 1; // estado del canal (1 = encendido, 0 = apagado)
molec = ("A","B"),;// moléculas que emiten en el canal 1
bright = (50000,100000);// cpsm de las moléculas en el canal 0

kappa = 200e-9;// tiempo entre eventos de emisidén, en segundos
w xy= 0.2;// cintura radial, en um

Wz = 1.0;// cintura axial, en um

noise on = 1;// agregado de ruido (1 = encendido, 0 = apagado)
centerx = 0.0; // centro de la PSF en eje X, en um

centery = 0.0; // centro de la PSF en eje Y, en um

centerz = 0.0; // centro de la PSF en eje Z, en um

prefix= "point"; // prefijo del nombre del archivo de salida

salida

};

line:

centerz = 0.0; // centro de las PSFs en eje Z, en um

nPSFX = 5; // numero de PSFs en eje X

dx = 0.2; // separacidén entre las PSFs en eje X,
nPSFY = 5; // numero de PSFs en eje Y

dy = 0.2; // separacidén entre las PSFs en eje Y,
prefix = "multi"; // prefijo del nombre de los archivos
deadtime = 0.001; // tiempo de retorno de la PSF, en segun
centerx = 0.0; // centro de la linea en eje X, en um
centery = 0.0; // centro de la linea en eje Y, en um

en

en

de

dos
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}

centerz

n_columns

shift
tiffname

orbital:

{

};

centerx
centery
centerz

radius
period
tiffname

raster:

{

stack:

spim:

deadtime
centerz
pixel
width
height
tiffname

deadtime
pixel
width
height
top z
bot z
Step
tiffname

NA
centerz
waist
lambda
pixel
width
height
frame t

segundos

};

tiffname

=0.0; //
15; //
=0.2; //

centro de la linea en eje Z, en um
numero de pixeles de la linea en eje X

separacion entre pixeles, en um

"linescan"; // prefijo del nombre del archivo de salida

0.0; //
0.0; //
0.0; //
2.0; //
0

.00064;// periodo de la orbita,

centro de la orbita en eje X, en um
en um

en um

centro de la orbita en eje Y,

centro de la orbita en eje Z,

en um
en segundos

radio de la orbita,

"orbital";// prefijo del nombre del archivo de salida

= 64,

0.001; //
0.0, //
0.05; //
64,
64,
"image";
0.001; //
0.05; //
64,
64,
1.0, //
-1.0; //
0.1; //
"image",;
1.6; //
0.00; //
=0.5; //
500.0; //
=0.1; //
64,
0.001; //
"image",

tiempo de retorno de la PSF, en segundos

centro en eje Z de la imagen, en pm
tamafio del pixel, en um
// ancho de la imagen, en pixeles
// alto de la imagen, en pixeles

// prefijo del nombre del archivo de salida

tiempo de retorno de la PSF,

tamafio del pixel, en um
// ancho de la imagen,
// alto de la imagen,

tope superior de

en segundos

en pixeles
en pixeles

la imagen en eje Z, en um

tope inferior de la imagen en eje Z, en um
separacioén entre planos, en um

// prefijo del nombre del archivo de salida

apertura numérica del objetivo

centro en eje Z de la imagen, en pm
cintura del haz de iluminacidén, en um
longitud de onda de emisidén, en nm
tamafio del pixel, en um
// ancho de la imagen,
// alto de la imagen,
tiempo de 1integracidn

en pixeles
en pixeles

de la 1imagen, en

// prefijo del nombre del archivo de salida
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6.6.2 Cdlculo del nimero de iteraciones necesarias para cada modo

6.6.2.1 Modo de barrido en linea

Si el usuario desea simular la adquisicién de N lineas, la cantidad de iteraciones a simular

con MCell puede ser calculada con la siguiente férmula

deadtime

) Ec.(6.2)

iteraciones = N X | n_columns + round (
S

donde round() es la funcién redondeo al entero mas cercano y n_columns es el nUmero
de puntos a escanear sobre la linea. En la Figura 6.12 se representa un esquema de la

obtencion de la matriz de intensidad.

n_columns rou nd(deadtime/ts)

linea 0
linea 1
linea 2
linea 3
linea 4
linea 5

linea 6

linea 7

linea 8

Figura 6.12: esquema de la formacion de la matriz de intensidad en un experimento simulado de line
scan. La matriz final obtenida es representada por los cuadrados azules, los cuadrados rojos representan
las iteraciones simuladas por MCell y descartadas por FERNET para simular el tiempo muerto.
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6.6.2.2 Modo de barrido en orbita

La cantidad de puntos en la drbita (n) se puede calcular a partir del periodo de la érbita

(p) y el paso de simulacién (t;) de acuerdo a
n= p/ts Ec.(6.3)

La distancia entre puntos de la drbita (tamafio del pixel en la matriz obtenida) es
equivalente a la distancia de arco entre puntos de la érbita consecutivos y se puede

calcular de acuerdo a

As = 0r = —r =5—r Ec.(6.4)

donde r es el radio de la drbita, p el periodo de la érbita y ts el paso de simulacién. Como
no existe tiempo muerto entre escaneos sucesivos la cantidad de iteraciones a simular

en MCell para obtener una matriz de n columnas por M lineas es
iteraciones =nxX M = p/t X M Ec.(6.5)
s

6.6.2.3 Modo de barrido de drea

Como en el modo de barrido en linea, si el usuario desea simular una pelicula con N
cuadros, la cantidad de iteraciones a simular con MCell puede ser calculada con la

siguiente formula

_ _ _ _ deadtime
iteraciones = N X height X | width + round (—

) Ec. (6.6)

S

donde round() es la funcidon redondeo al entero mas cercano y height y width son el
ancho y largo de la imagen en pixeles, respectivamente. En la Figura 6.13 se representa

un esquema de cdmo se obtiene la pelicula.

113



width round(deadtime/ ts)

height

Figura 6.13: esquema de como es formada la pelicula en un experimento simulado de raster scan. Las
imdgenes obtenidas son representadas por los cuadrados azules, los cuadrados rojos representan las
iteraciones simuladas por MCell y descartadas por FERNET para simular el tiempo muerto.

6.6.2.4 Modo de barrido en Z

La cantidad de planos a escanear N; es calculada por el programa de acuerdo a la

siguiente ecuacién

top, — botz) Ec.(6.7)

N, = round (
step

donde round() es la funcién redondeo al entero mas cercano, top_z y bot_z las

posiciones del plano superior e inferior, respectivamente, y step la separacidon entre

planos. Como cada plano es obtenido de manera idéntica a un cuadro en el modo raster

scan, la cantidad de iteraciones necesarias para simular la cantidad de planos deseados

se puede calcular de acuerdo a

deadtime

iteraciones = N, X height X | width + I‘OUDd( ) Ec.(6.8)
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donde round() es la funcién redondeo al entero mas cercano y height y width son el

ancho y largo de cada plano en pixeles, respectivamente.

6.6.2.5 Modo SPIM

Al no haber tiempo muerto entre lineas la cantidad de iteraciones necesarias para

simular una cantidad de cuadros deseada se puede calcular como

M) Ec.(6.9)

iteraciones = frames X round (
S

donde frames es la cantidad de cuadros deseados, frame_t el tiempo de integracién del

cuadro y tsel paso de simulacion.
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Capitulo 7: dinamica de factores de transcripciéon en embriones
tempranos de raton

7.1 Motivacion: difusion andmala de factores de transcripcion en células

madre y embriones tempranos de raton

En el capitulo 2, hemos descripto brevemente un trabajo que sirvié como puntapié para
el inicio de la colaboracién con el grupo del Dr. Nicolas Plachta[168]. En dicho trabajo,
se caracterizé la dinamica de ciertos factores de transcripcién relevantes al desarrollo
fusionados a proteinas fotoactivables utilizando FCS. Las curvas de autocorrelacion
experimentales fueron ajustadas con un modelo que considera dos poblaciones
dinamicas distintas del factor de transcripcidn: una rapida con difusion libre y otra lenta
con difusién andémala (Figura 7.1, panel izquierdo). Los autores explicaron dicho
comportamiento como originado por interacciones con el ADN. El fendmeno de difusiéon

andmala causado por interacciones fue discutido con mas detalle en la seccion 1.2.2.

Por otra parte, pudieron comprobar que tanto la proporcién relativa como el tiempo
caracteristico de difusién de la poblacién andmala variaban entre linajes celulares. La
Figura 1.1 (panel derecho) muestra curvas de autocorrelacion determinadas para Sox2-
paGFP en células internas y externas de un blastocisto que ejemplifican el distinto

comportamiento del componente andmalo.

Representative ACFs and fits

Two components, faster free and slower anomalous (paGFP-Sox2)
1.0 {3 6 1.0 Ber Inside cell
G 5]% g Outside cell
081 IS M Y PP = 0.8
& 3 3 g <
o 0.61 8 ® 0.6
N -6 1a N
= 0.01 0.1 1 10 1001,000 ©
€ 041 < (i) £ 04,
=] o
z
0.2 Z 0.2
004 0.0 ] .
0.01 0.1 1 10 100 1,000 0.01 01 1 10 100 1,000
={fs) 7 (ms)

Figura 7.1: (Izquierda) Ejemplo de curva de autocorrelacion de Oct4-paGFP en el nicleo de un embrion
en estadio de dos células y el ajuste con el modelo propuesto consistiendo en una poblacion con difusion
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libre y otra poblacidon con difusion anémala. (Derecha) Curvas de autocorrelacion para paGFP-Sox2 en el
nucleo de células internas (rojo) y células externas (azul) de blastocistos. La difusion anémala se observa
en la escala temporal 1-1000ms. Extraido de [168].

La variabilidad intercelular presente en este componente de la curva de autocorrelacion
sugiere que la dindmica presente en esa escala temporal proveeria informacion de gran
relevancia biolégica. Durante el desarrollo de este trabajo de tesis trabajamos en
colaboracién con el grupo del Dr. Plachta para estudiar en mas detalle los procesos

moleculares subyacentes a esta poblacién anémala.

7.1.1 La técnica de FCS de barrido en linea permite discernir entre difusion y eventos

de unidn

Tal como discutimos en el capitulo 2, los factores de transcripcién difunden en el ndcleo
e interaccionan con la cromatina. Por lo tanto, es razonable proponer que el
componente anémalo observado en la Figura 7.1 sea producto de interacciones entre el

factor de transcripcién y la cromatina.

Para probar dicha hipétesis, realizamos experimentos de FCS variando el volumen de
observacion. De acuerdo a la ecuacion 1.8, un aumento en el volumen de observacion
(wyy) ocasiona un aumento en el tiempo caracteristico de la correlacion para un proceso
difusivo. En contraste, el tiempo caracteristico de la correlacion no depende del
volumen en el caso de interaccién lenta con blancos fijos. En este caso, dicho tiempo es
la inversa de la constante cinética de despegado[60, 107]. De esta forma, variando el
volumen de observacion, es posible dilucidar si el proceso subyacente a las fluctuaciones
es difusidn o interaccidn con blancos. Para variar el volumen de observacién realizamos
experimentos de barrido en linea los cuales, como veremos mds adelante, tienen

grandes ventajas frente otros protocolos.

Basados en un trabajo de Gratton y colaboradores[335], utilizamos una técnica para
realizar este tipo de experimentos sin modificar la dptica del sistema, la cual no siempre
es facilmente ni deseable de modificar. La técnica consiste en realizar medidas de line
FCS y tratar los resultados de dos maneras distintas. Por un lado, se calcula la correlacién

en cada pixel de la linea. El analisis pixel-a-pixel de estos datos da informacién promedio
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sobre los volumenes individuales observados. Por otra parte, es posible integrar (sumar)
la intensidad obtenida en los pixeles que conforman la linea. Este procedimiento es, en
una primera aproximacion, similar a analizar las fluctuaciones en un volumen que resulta

de la convolucién de los distintos volumenes individuales (Figura 7.2).

FCS puntual Line-scan FCS
Volumenes individuales Volumenes integrados

Figura 7.2: Esquema de los volumenes analizados durante los experimentos de FCS de barrido en linea.
Comparacion entre un unico volumen confocal (izquierda), varios volimenes confocales considerados de
manera individual (centro) y varios volumenes confocales considerados de manera integrada (derecha).

La linea punteada ilustra la trayectoria de una molécula que difunde e ilustra que, en el ultimo caso, la

molécula permanece mds tiempo en el volumen de observacion.

Para analizar si este procedimiento es adecuado, realizamos simulaciones numéricas
con MCell-FERNET; la ventaja de este estudio es que conocemos los parametros
caracteristicos del sistema de trabajo. En particular, simulamos dos sistemas diferentes:
en el primer caso, las moléculas simuladas difundian libremente en una caja homogénea
mientras que, en el segundo caso, se incluyeron blancos fijos organizados al azar con los
cuales las moléculas podian interactuar. El espacio de simulacion consistié en una caja
de 3 um de lado, suficientemente grande para evitar efectos de borde. Con el fin de
observar y comparar ambos sistemas en la misma ventana temporal se fijé el tiempo
caracteristico de difusion del primer sistema similar al tiempo caracteristico de

disociacion del complejo molécula-blanco del segundo sistema.

La dindmica de interaccion con los blancos fue modelada en MCell con las siguientes

ecuaciones

kOTl
TF + B —TFg Ec.(7.1)
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kofs
TFy —TF + B Ec.(7.2)

donde TF representa la molécula libre y TFgla molécula unida al sitio de unidn. Las
cantidades iniciales de las especies y los pardmetros cinéticos utilizados se detallan en
la Tabla 7.1. Fueron simulados 107 pasos con un tiempo de paso de 10 ps para un total
de 100 segundos. Los pasos previos al equilibrio fueron descartados para el calculo de

la traza de fluorescencia.

Difusion Difusion + unién ’

Ne 500 500

Ng - 10000
Diibre (umZ/s) 0.1 55

koft (1/5) - 5

kon (1/M.s) - 2.0x107

Tabla 7.1: pardmetros utilizados para las simulaciones de los sistemas.

Para los experimentos de line scan se barrié una linea de 1.5 um de largo con una

separacion entre columnas de 0.05 um. El tiempo de linea simulado fue de 1 ms.

En la Figura 7.3 se presentan los resultados de las simulaciones. Para el caso de difusidn
(izquierda) se observa que la curva de autocorrelacidn para el volumen integrado (linea
azul) posee un corrimiento a mayores valores de t con respecto a las obtenidas
analizando uno a uno los pixeles individuales (lineas grises) y el promedio de todos los
pixeles (linea negra). Tal como mencionamos previamente, dicho corrimiento era
esperado debido a que el tiempo caracteristico de difusidn es mayor cuanto mayor es el

volumen confocal.

Contrariamente, cuando la dindmica observada en la misma ventana temporal se debe
a eventos de interacciéon con blancos fijos (Figura 7.3, derecha), no se observa
corrimiento en la curva de autocorrelacién. En este caso, el tiempo caracteristico de la
curva depende de la constante de disociacidn, invariante con el tamafio del volumen de

observacion.
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Figura 7.3: curvas de autocorrelacion para los sistemas simulados: difusion (izquierda) y difusion con
eventos de union (derecha). Las ACF se calcularon siguiendo los procedimientos descriptos en el texto
para el volumen integrado (linea azul) y los pixeles individuales (lineas grises).

Esta técnica demostrd ser una herramienta sencilla pero esencial para determinar la
naturaleza de los fendmenos subyacentes a las fluctuaciones que dan origen a una curva
de autocorrelacién. A continuacidn, se detallard cdmo esta estrategia fue aplicada a las
curvas de correlacién experimentales obtenidas en embriones de ratdn para dilucidar la

naturaleza del componente anteriormente denominado como difusién andmala.

7.1.2 El componente andmalo de la ACF corresponde a eventos de union

Para estudiar la naturaleza del componente anémalo observado en la escala temporal
1-1000ms en las curvas de autocorrelaciéon de factores de transcripcion en nudcleos
celulares (Figura 7.1) se fotoactivé una region del nucleo de células madres embrionarias
(embryonic stem-cells, ESC) que expresan Oct4-paGFP, una variante fotoactivable del
factor de transcripcion Oct4. Luego se barrié una linea de 2 um para obtener la curva de
autocorrelacion en cada pixel de la linea (ACFpixelindividual). La frecuencia de barrido de
la linea (~ 1000 Hz) permite observar la dindmica en una ventana temporal de 1-1000
ms por lo cual no se observara la dindmica a tiempos menores. Ademas de la ACF en los
pixeles individuales, se calculé la curva de autocorrelacidn correspondiente a los

volumenes integrados (ACFint).
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Las curvas de autocorrelacion obtenidas para ambos casos (Figura 7.4) no presentan
corrimiento temporal, por lo tanto, la dindmica presente en esta escala temporal es
independiente del tamafio del volumen confocal. Como fue discutido en la seccién 7.1.1,
esta observacién sugiere que la dindmica subyacente que da origen a la curva de

autocorrelacién en esta escala temporal serian eventos de unién.

. ACF __ individual
8 1 ACFint
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Figura 7.4: curvas de autocorrelacion de Oct4-paGFP en ESC, considerando voliimenes confocales
individuales (linea negra) y el volumen integrado (linea azul).

7.2 Un modelo con una Unica poblacién de sitios de unién no explica las

curvas experimentales

Una vez confirmada la naturaleza de la dinamica presente en la ventana temporal 1-
1000ms, el siguiente paso fue intentar obtener informacién cuantitativa de Ia
interaccion de factores de transcripcidon con los blancos a partir de las curvas de

autocorrelacion.

En un trabajo reciente[107], Michelman-Ribeiro et al. propusieron un modelo tedrico en
el cual las moléculas difunden y pueden interactuar con blancos fijos; considerando que
la proporcién de sitios ocupados es pequefia, el modelo permite obtener pardametros

cinéticos, particularmente constantes de asociacidn y disociacion de proteinas con sitios
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de interaccion en el ADN, a partir de las curvas de autocorrelacién. El modelo completo
no tiene soluciéon analitica, pero un proceso iterativo permite determinar los pardmetros
antes mencionados. Para simplificar el andlisis, los autores derivaron cuatro regimenes,
determinados cuando los valores de las constantes cumplen determinadas condiciones
de contorno. Las soluciones analiticas de estos regimenes son mas sencillas que el
modelo completo, facilitando el andlisis de los datos. En particular, la Tabla 7.2 resume
los cuatro regimenes y los pardmetros que pueden ser obtenidos a partir de las curvas
experimentales. El parametro k;, representa el producto entre la constante cinética
k,n y la concentracion de sitios de unién libres que, como mencionamos, se supone

constante al ser baja la poblacidn de sitios ocupados.

Régimen Condiciones Parametros medibles

Difusion pura kon < Kofr Diipre

Difusion efectiva Tair > 1/Kon Derr = Dijpre/ (1 + kon/Kosr)
Modelo hibrido kon > koss Diipre/kon ¥ koss
Dominado por reacciéon Tair K 1/Kon Diipre, Kon Y Kofr

Tabla 7.2: condiciones de contorno para cada derivacion del modelo de Michelman-Ribeiro et al. y los
pardmetros experimentables obtenibles a partir de las curvas de autocorrelacion.

Con el fin de analizar nuestros datos experimentales con este modelo nos pusimos en
contacto con el laboratorio del Dr. McNally, responsable del trabajo, que muy
amablemente nos cedidé los programas para analizar los datos experimentales. Al
analizar nuestros datos experimentales con el modelo completo, pudimos verificar que
los parametros obtenidos se encontraban en el régimen “dominado por reaccién”, por

lo tanto, trabajamos con la ecuacion derivada para este régimen:

-3
27°/2
G(1) = N [fairGair + funiao exp(= /1 6,)]  Ec.(7.3)

donde N es el nUmero de factores de transcripcion fotoactivados dentro del volumen de
observacion, f;r la fraccion de factores de transcripcion que difunden libremente, Gg;f
la funcién de autocorrelacién para difusién normal 3D (ecuacion 1.8), fynido |2 fraccion
de factores de transcripcidon involucrados en interacciones y Tynido €l tiempo

caracteristico de la interaccion (1/k,r), respectivamente. En la Figura 7.5 se presenta
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una curva experimental de FCS en nucleos de ESC con Oct4-paGFP ajustada con la

ecuacion para este régimen (ecuacién 7.3).
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Figura 7.5: ajuste de una curva de autocorrelacion de Oct4-paGFP en células madre embrionarias con el
régimen dominado por reaccion de Michelman-Ribeiro et al. Las flechas en el inserto de los residuos
muestran las regiones donde el ajuste no resulta adecuado.

Al observar los residuos del ajuste, notamos que los mismos presentaban sesgo (Figura
7.5, flechas negras), especialmente en la ventana temporal 1-1000ms. Este resultado es
esperable debido a que, como fue discutido en el capitulo 2, existen diversos tipos de
interaccidn entre los factores de transcripcidn y la cromatina. Ademas de la interaccién
con su sitio de union especifico, se espera que el TF pueda interactuar inespecificamente
con la cromatina, presentar periodos de difusién unidimensional a lo largo de la hebra
del ADN o realizar saltos entre segmentos o regiones del ADN, eventos descriptos en la

seccion 2.3.2.

Por lo tanto, propusimos una expansion directa del modelo existente, incorporando una
segunda poblacion de sitios con sus propias constantes. El modelo propuesto para
explicar las curvas de autocorrelaciéon obtenidas se presenta en la Figura 7.8. En este

modelo simplificado, consideramos que el factor de transcripcién puede estar en tres

123



estados distintos: difundiendo libremente (con su correspondiente coeficiente de

difusién) o interactuando con dos poblaciones distintas de sitios de union.
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Figura 7.6: esquema del modelo propuesto con el factor de transcripcion en tres posibles estados:
difundiendo libremente o unido a dos poblaciones de sitios con distintos pardmetros cinéticos.

En particular, las interacciones de menor vida media (de mayor k,sf) incluirian las
interacciones inespecificas mencionadas anteriormente. Las interacciones que poseen
un tiempo de residencia corto (mayor constante cinética de disociacion) fueron
denominados del tipo “interacciones rapidas”, mientras que los de mayor tiempo de
residencia (menor constante cinética de disociacion) fueron denominados del tipo
“interacciones lentas”. Si bien este modelo es una reduccién de un sistema complejo,
mas adelante veremos que este modelo simplificado describe correctamente los datos

experimentales.

Como la matematica necesaria para desarrollar modelos para FCS a partir de primeros

principios es muchas veces compleja y/o carece de solucion analitica, decidimos adoptar
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otro enfoque para el desarrollo del modelo anteriormente descripto: expandir el
modelo existente de Michelman y verificarlo mediante simulaciones, utilizando la
plataforma MCell-FERNET. Esta expansién directa supone que las dos poblaciones de
sitios son independientes y sus tiempos caracteristicos se encuentran temporalmente
separados. Teniendo en cuenta los tres estados descriptos anteriormente, propusimos

la curva de autocorrelacidn para este modelo como

273

G(T) = N [fdideif + frapido exp (_ T/Trapido) + flento exp(— T/Tlento)] Ec. (7-4)

donde N es el nimero de factores de transcripcion fotoactivados en el volumen de
observacion, faif, frapido Y fiento 1a fraccion de factores de transcripcion que difunden
libremente o se involucran en interacciones rapidas y lentas, respectivamente, y 7y,
Trapido Y Tlento 10S tiempos caracteristicos de difusion, el de interacciones cortas y
largas, respectivamente. Como en el caso de la ecuacion 7.3, G, representa la funcion

de autocorrelacién para difusién normal 3D (ecuacion 1.8).

Para validar y probar el modelo propuesto se realizaron simulaciones de point FCS
utilizando MCell-FERNET. El espacio de simulacién consistidé en una caja de 3 um de lado
y se simularon 107 pasos con un tiempo de paso de 10 us para un total de 100 segundos.
En la Figura 7.7 se presenta la curva simulada por el modelo de una sola poblacién
existente (izquierda) y el modelo propuesto (derecha). Los pardmetros cinéticos y
poblaciones relativas de cada estado se detallan en la Tabla 7.3. Como se puede
observar por los residuos de los ajustes, el modelo con dos poblaciones de sitios describe

correctamente la curva de autocorrelacion.

125



Difusion + una poblacion de sitios Difusion + dos poblaciones de sitios
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Figura 7.7: curva de autocorrelacion para una simulacion de un sistema con dos poblaciones de sitios de
unioén, ajustadas con la ecuacion 7.3 (izquierda) y con el modelo propuesto representado en la ecuacion

7.4 (derecha).

Simulado  Recuperado
Tlargas(mS) 200.0 211.3+11.7
fcortas (%) 141 145 i’ 05
Tcortas (mS) 6.7 7.0+£0.3
Diibre (um?/s) 42 42.1+0.1

Tabla 7.3: pardmetros simulados y recuperados para la validacion del modelo.

En la Figura 7.8 se muestra un ejemplo representativo de una curva de autocorrelacién
de Oct4-paGFP en células madre, el ajuste con el modelo propuesto y cada componente
de la misma con el fin de facilitar la visualizacién de los tiempos caracteristicos de cada

componente.
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Figura 7.8: la curva experimental (linea gris) puede ser interpretada con un modelo que incluye tres
componentes (lineas violeta, azul y roja). En la parte superior se destaca el tiempo caracteristico de cada
componente.

Como fue mencionado en el capitulo 5, el ajuste de las curvas de autocorrelacién con el
modelo propuesto se realizé utilizando una rutina de ajuste global, suponiendo que las
constantes caracteristicas Trqpido Y Tiento SON cOmunes a todas las curvas; esto
considera que en el nucleo las constantes son similares (la resolucién del microscopio
no permite mapear regiones mas o menos especificas), la diferencia se da en la cantidad
de sitios rdpidos o lentos dentro de cada volumen confocal observado. La ventaja de
realizar un ajuste global es que las constantes de decaimiento resultan del ajuste
simultaneo de todos los datos experimentales y, trabajos previos, han mostrado que

esta estrategia conduce a una mayor precision en los parametros [316].
7.3 El grado de compactacion de la cromatina modifica la fraccion de
factores de transcripcidn en eventos de union

Para estudiar si el modelo propuesto permite censar cambios en las interacciones de los
factores de transcripcion con la cromatina realizamos experimentos en los cuales

estudiamos la interaccion de Oct4-paGFP y la cromatina en células madre transfectadas
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con diversos plasmidos o tratadas con drogas, de acuerdo al protocolo descripto en la

seccion 5.1.2.

En una primera instancia, modulamos la compactacién de la cromatina con tricostatina
A (TSA), un inhibidor de la histona deacetilasa que disminuye la compactacion de la
cromatina promoviendo la accesibilidad al ADN [345], y actinomicina D (ActD), la cual

se intercala en el ADN e impide la transcripcién[346, 347].

Los resultados obtenidos (Figura 7.9 y Tabla 7.4) indican que al promover la accesibilidad
al ADN con TSA aumenta la fraccidn de Oct4 unida a sitios rapidos y lentos, mientras que
tratar las células con ActD ocasiona una disminucién en la fraccién unida a sitios lentos.
Los tiempos de residencia de los factores de transcripcidon no se vieron afectados con
ninguno de los tratamientos. Estos resultados sugieren que el modelo propuesto
permitiria observar cambios en la interaccién cuando varia la accesibilidad a la

cromatina.
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Figura 7.9: cambios en la fraccién unida (izquierda) y tiempo de residencia (derecha) para Oct4-paGFP en
ESC al tratarlas con drogas que alteran el grado de compactacion de la cromatina: tricostatina A (TSA) y
actinomicina D (ActD). Diferencias significativas: *** p < 0.001.

7.4 Mutaciones en los dominios de union a ADN modifican los tiempos de

residencia de los factores de transcripcion

En una segunda etapa, decidimos explorar si nuestros experimentos de paFCS, en

combinacién con el modelo propuesto, permitian detectar modificaciones en Ia
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interaccion con la cromatina causados por cambios en la conformacién del factor de
transcripciéon. Para ello, se utilizaron mutantes del factor de transcripcion Oct4 o se
perturbd la interaccidn con reguladores epigenéticos. A continuacion, se detallan las
condiciones de cada experimento y los resultados obtenidos presentados en la Figura

7.10 y Tabla 7.4.

Oct4vy34p-paGFP posee una mutacidn puntual en la hélice de reconocimiento al ADN de
Oct4, que causa una menor eficiencia de la transcripcion[348]. La Figura 7.10 y Tabla 7.4
muestran que dicha mutacién reduce el tiempo de residencia del factor de transcripcion

en sitios rdpidos y lentos sin afectar la fraccion unida.

Por otra parte, Oct4 promoveria la pluripotencialidad de las células uniéndose a ESET
(una metiltransferasa de histonas) mediante su SUMOylation-interacting domain
(SIM)[349, 350]. Tanto el knockdown de ESET con siRNA como la mutacién del domino
SIM de Oct4 (Octdasim-paGFP) reducen el tiempo de residencia del factor de
transcripciéon en ambos tipos de sitios. Contrariamente, una mutacién puntual que
inhibe la SUMOilacién de Oct4 por sumo-1 (Oct4K118R-paGFP)[351] no afecta los
tiempos de residencia, consistente con el desarrollo normal del linaje pluripotente en

embriones sin sumo1[352].

Los resultados obtenidos, en conjunto con los de la seccidén anterior, nos permitieron
observar que al afectar la compactacién de la cromatina o interferir en la interaccién
entre factores de transcripcién y el ADN cambian la fraccion unida y los tiempos de
residencia, respectivamente. Estos resultados sugieren que el modelo propuesto y los
analisis realizados permiten recuperar cuantitativamente informacidn de la interaccién

entre factores de transcripcion y cromatina en células vivas.
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Figura 7.10: cambios en la fraccion unida (arriba) y tiempo de residencia (abajo) para mutantes de Oct4-
paGFP en sitios de union al ADN y ensayos knockdown con siRNA en ESC. Diferencias significativas: *** p

<0.001.
Dlibre(]-lmZ/S) frépido Trapido (ms) fiento Tlento (ms)
DMSO 55.1+1.5  0.118 % 0.003 11.2+1.2  0.148 + 0.008 168 + 12 21
TSA 46.5+1.1* 0.135+0.003*** 11.0+1.5  0.169  0.004*** 170+ 15 31
ActD 45.7+2.0*  0.127 + 0.006 85+1.2 0.103 + 0.006*** 159 + 28 26
Oct4-paGFP 58.5+1.5  0.119 +0.002 12.84+0.6  0.156 + 0.004 169 + 6 79
g::::";"""" 64.4+1.0* 0.128 +0.002 8.0 £ 0.9%** (0.151 + 0.001 124 + 10*** 10
S:Z'F“;'M' 54.0+2.8  0.128+0.004 5.4+ 0.6*** 0.158 + 0.001 102 + 8*** 23
:i:'::r' 470+1.1  0.118 +0.002 12.7+0.6  0.153 +0.004 169 + 6 20
ESETsiRNA | 64.1+2.5%* 0.119 + 0.004 66 + 4***  (.145 + 0.007 123 + 8*** 20
g:;";“"’ 40.1+1.6* 0.116 + 0.001 11.9+0.4  0.157 +0.009 203 + 10 32

Tabla 7.4: parametros del modelo recuperados para Oct4-paGFP, mutantes y tratamientos con drogas
en ESC. Resultados presentados como (promedio + error estdndar). Diferencias significativas: ***
p<0.001, ** p<0.01, * p<0.05.
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7.5 Sox2, Oct4 y Cdx2 interactuan de manera dependiente del linaje en

embriones de 16 a 32 células

Como fue mencionado en el capitulo 2, los blatocistos de mamiferos se diferencian en
dos linajes, el linaje pluripotente (células internas del embridn, que forma el macizo
celular interno) y el linaje extraembrionario (células externas del embrién, que forman
estructuras que brindan soporte al embrién implantando). Por este motivo, exploramos
la dinamica de factores de transcripcion relevantes para cada linaje en estas poblaciones
celulares utilizando paFCS. Los datos experimentales fueron ajustados con el modelo

propuesto y se extrajeron los pardmetros relevantes al analisis.

Las medidas de paFCS en embriones de 16 a 32 células revelaron que, tanto para Oct4-
paGFP como para paGFP-Sox2, la fraccién unida y tiempo de residencia para
interacciones rdpidas son similares entre linajes (Tabla 7.5). Sin embargo, para
interacciones lentas, las células internas del embrién (que acaban formando el macizo
celular interno), presentan una mayor fraccién de unidn tiempos de residencia mas
grandes que las células externas (Figura 7.11 y Tabla 7.5). Estos resultados sugieren que
la accesibilidad a sitios especificos de unién y la afinidad de los factores de transcripcién

por dichos sitios esta regulada de manera diferente entre linajes.
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Figura 7.11: curvas de autocorrelacion (arriba) para Oct4-paGFP y paGFP-Sox2 en estadios de 16 a 32
células, diferenciando células internas (lineas rojas) y células externas (lineas azules). Abajo se presentan
la fraccidn unida y el tiempo de residencia de interacciones lentas discriminadas por la posicion de la
célula. Diferencias significativas: *** p<0.001, ** p<0.01, * p<0.05.

Oct4-paGFP Dlibre(umZ/S) fra’pido Trapido (ms) fiento Tlento (ms) N
4 células 61.8+1.7  0.064+0006 43+02  0.032+0.007 60.1+3.4 15
16a32celulas 5.0, )¢ 5134+0005 133+3.1 0.141+0.008 243 + 36 31
(internas)
16a32células o\ o ) s 013240004 9.8+1.1% 0114+0008*% 145+ 21%*
(externas)

4 células 60.9+15  0117+0.004 9605 0.118+0.008  124+9
16a32clulas ;)56  0139:0002 158+15 0.189+0.008 197415 24
(internas)

16a32celulas 15,27  0.136£0005 126414 0128+0.006*** 131+14%** 2]

(externas)
Tabla 7.5: parametros del modelo recuperados para Oct4-paGFP y paGFP-Sox2 en embriones vivos.
Resultados presentados como (promedio * error estdndar). Diferencias significativas: *** p<0.001, **
p<0.01, * p<0.05.
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No sélo los factores de transcripcion que regulan la pluripotencialidad exhiben este
comportamiento diferencial. Cdx2, un factor de transcripcién importante para las
células extraembrionarias[166, 211], muestra un tiempo de residencia en interacciones
largas mayor en las células externas del embridn, sugiriendo que su funcidn es regulada
por la union a sitios especificos (Figura 7.12 y Tabla 7.6). Estos resultados, en conjunto
con los de Oct4 y Sox2, muestran que los factores de transcripcion relevantes para
mantener la pluripotencia y formar las células extraembrionarias presentan

interacciones con el ADN dependiente del linaje.
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Figura 7.12: curvas de autocorrelacion para Cdx2-paGFP en estadios de 16 a 32 células, diferenciando
células internas (lineas rojas) y células externas (lineas azules). Los grdficos de barras presentan la
fraccion unida y el tiempo de residencia de interacciones lentas discriminadas por la posicion de la célula.
Diferencias significativas: *** p<0.001.

DIibre(HmZ/S) fra’pido Trapido (ms) fiento Tlento (ms)

Cdx2-paGFP
16 a 32 células
(internas)
16a32cllulas 0,51 0.154£0003 204+14 0.178+0005 270+20%** 39
(externas)

Tabla 7.6: paradmetros del modelo recuperados para Cdx2-paGFP en embriones vivos. Resultados
presentados como (promedio * error estandar). Diferencias significativas: *** p<0.001.

64.6 £ 3.6 0.139+0.007 16.5+2.8 0.164+0.012 10511 13
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7.6 Laheterogeneidad en la interaccion cromatina-Sox2 se da en el estadio

de cuatro células

Trabajos previos propusieron que las heterogeneidades que guian el destino celular se
presentan en estadios tempranos, aun en estadio de cuatro células[225, 353, 354]. Por
estos motivos, estudiamos las propiedades de unién a la cromatina de Oct4-paGFP y
paGFP-Sox2 en este estadio. Como en la seccidon anterior, realizamos experimentos de
FCS con las variantes fotoactivables de los factores de transcripcidn, las curvas
experimentales fueron ajustadas con el modelo propuesto (ecuacidn 7.4) y se extrajeron

los pardmetros relevantes al analisis.

La Tabla 7.5 de la seccién anterior muestra que la fraccion unida de Oct4-paGFP es
menor en el estadio de cuatro células que en las células internas del estadio 16 a 32
células. Este resultado era esperable sabiendo que Oct4 es un factor de transcripcidn
importante para el mantenimiento del linaje pluripotente, y que dicho linaje es

originado por las células internas del embrién que forman el macizo celular interno.

Por otra parte, la fraccion unida de paGFP-Sox2 es mayor que la de Oct4-paGFP, ademads
de existir una elevada variabilidad intracelular en la fracciéon unida en interacciones

largas en el estadio de cuatro células (Figura 7.13 y Tabla 7.5).

134



Estadio 4 células
Oct4-paGFP / paGFP-Sox2

0.2
@ oo
S ’ A 5 0
1.2 5, ° 880 o
- :5 % 0.1 80 © OOC?Q‘ o)
g °o° 0o
© E 2 o
% o 0.0 =2
g "0 100 200 300
S Tiempo de residencia
< lentas (ms)
L
< 04 -
n=52
0040318 e
0.01 0.1 1 10 100 1000
T (ms)

Figura 7.13: curvas de autocorrelacion para Oct4-paGFP y paGFP-Sox2 en estadio de cuatro células. En el
recuadro se presentan los resultados de medidas de células individuales, donde se observa una mayor

dispersion y mayor valor absoluto para fraccion unida y tiempo de residencia de paGFP-Sox2.

Con el fin de estudiar si esta variabilidad resulta de variaciones en el comportamiento

de las distintas células que componen un embridn, realizamos experimentos de paFCS

combinados con seguimiento celular. En estos experimentos, se co-inyecté RNA de

paGFP-Sox2 y H2B-RFP (para marcar los nucleos) en el estadio unicelular y se siguié cada

célula en la transicion del estadio dos a cuatro células, realizando paFCS en el nucleo de

cada célula (Figura 7.14).
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Figura 7.14: experimentos de paFCS combinados con seguimiento celular de dos a cuatro células. Las
lineas punteadas denotan a qué célula madre corresponde cada par de células hijas. Las curvas de
autocorrelacion en estadio de dos células son prdcticamente idénticas, en la siguiente division cada

célula madre origina dos células hijas con propiedades diferentes. Barra de escala: 10 um en xyz.

La Figura 7.14 muestra que, en el estadio de dos células, cada blastémero del embrién
presenta propiedades similares de unién a la cromatina, tanto para interacciones
rapidas y lentas (no se apreciaron diferencias significativas en las curvas de
autocorrelacion). Por el contrario, las curvas obtenidas en el estadio de cuatro células
sugieren una variabilidad intra-embridn en las interacciones factor de transcripcion-
cromatina. Al ajustar las curvas experimentales con el modelo propuesto y extraer los
parametros relevantes observamos variaciones entre células hermanas en la fracciéon de
Sox2 unida a sitios lentos (Figura 7.14, Figura 7.15 y Tabla 7.7). Por otra parte, tanto el
tiempo caracteristico de estas interacciones lentas, como los pardmetros relativos a las
interacciones rapidas son similares en todas las células del estadio de cuatro células

(Figura 7.15 y Tabla 7.7).
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Figura 7.15: parametros de interaccion con la cromatina recuperados de las curvas de autocorrelacion en
funcion del sequimiento celular. La fraccion de paGFP-Sox2 unido en interacciones lentas aumenta
selectivamente en una de las dos células hijas. En estadio de dos células no se aprecian diferencias, se
presenta el promedio de las dos células. Diferencias significativas: *** p<0.001.

Dlibre(}lmz/S) frépido Trapido (ms) fiento Tlento (ms) N ‘
Célulal+2 71.0+£6.0 0.121£0.004 10.3+3.2 0.101£0.008 139+ 39 12
Célulal-Hijal 57.2+1.8 0.111+0.004 11.5+3.9 0.144+0.006*** 136+30 14
Célulal-Hija2 61.8+1.4 0.120£0.006 12.0+3.6 | 0.098 £ 0.008 158 £48 14
Célula2-Hijal 60.9%+3.6 0.120+0.005 11.3+4.6 | 0.135+0.008*** 127 +39 14
Célula2-Hija2 59.9+1.7 0.110+£0.005 8.5*25 0.091 £ 0.009 133 £ 37 14

Tabla 7.7: parametros del modelo recuperados para el sequimiento celular de paGFP-Sox2 en estadios de
dos y cuatro células. Resultados presentados como (promedio + error estdndar). Diferencias
significativas: *** p<0.001.

Estos resultados sugieren que existirian heterogeneidades en la fraccién unida de
factores de transcripcién en interacciones lentas (las que darian origen a la
transcripcion) de Sox2 al ADN en el estadio de cuatro células. Como vimos en la seccién
7.3, la fraccion unida en sitios lentos se relaciona con el grado de compactacién de la
cromatina, y existe un trabajo previo que sugiere que esta compactacion se debe a

cambios epigenéticos[228].

Ademas, nuestros colaboradores estudiaron por inmunomarcaciones de embriones el

efecto de CARM1, proponiendo que la interaccion entre Sox2 y el ADN es uno de los
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procesos controlados por la metilacion de H3R26. Como fue discutido anteriormente, el
grado de metilacidn de las histonas regulan la accesibilidad de factores de transcripcion
a sitios especificos. Cuando se reducen los niveles de H3R26me?2 al interferir CARM1, se
observé que solamente se ve afectada la fraccidn unida a sitios lentos, sin cambios en la
fraccién en sitios rapidos[355]. Este hecho sugiere fuertemente que la variabilidad

observada en funcional y no producto de ruido intercelular.

7.7 Las células internas del embrion en el estadio de 16 células provienen
en su mayoria de células con mayor fraccion unida de Sox2 en sitios de

mayor tiempo de residencia en el estadio de cuatro células

Para estudiar si la heterogeneidad en la interaccién Sox2-cromatina entre células del
embridn de cuatro células tiene correlato con el destino celular en estadios avanzados,
combinamos paFCS con imagenes 4D (secuencia temporal de reconstrucciones 3D del
embrién). Con este fin, utilizamos técnicas de segmentacion de imagenes desarrolladas
en el programa ilastik[315] que nos permitieron visualizar con mayor facilidad las células

y nucleos.

En estos experimentos, se utilizaron embriones en estadios de dos células y se inyecté
en una de las células ARNs de paGFP-Sox2, H2B-RFP y memb-Cherry (para facilitar la
visualizacién de las células). En el estadio de cuatro células se realizé paFCS en los
nucleos de las dos células marcadas para identificar la que posee la mayor fraccién unida

de Sox2 en sitios lentos.

El desarrollo del embrién fue seguido en el tiempo obteniendo una imagen 3D del mismo
cada 20 minutos y las membranas nucleares y celulares fueron segmentadas para
facilitar el seguimiento del linaje celular (Figura 7.16). Debido a que el nimero de células
del macizo celular interno varia bastante entre blastocistos[356, 357] analizamos la
contribucién a las células internas del embrion en el estadio de 16 células, que son las

gue eventualmente formardn el macizo interno.
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Figura 7.16: evolucion temporal del embrion de cuatro células y su correlacion con la interaccion Sox2-
cromatina. Una de las células que componen el embridn de dos células fue inyectada con RNAs de
paGFP-Sox2, H2B-RFP y memb-Cherry. Se realizo paFCS en el estadio de cuatro células para identificar la
que posee la mayor fraccion de Sox2 unida a sitios lentos. Las células fueron segmentadas para facilitar
el seguimiento de la posicion y morfologia. Las lineas punteadas marcan el linaje celular. En el estadio de
16 células se denota el nucleo de la célula interna en naranja.

Los resultados obtenidos demostraron que la progenie de las células con mayor fraccion
unida en sitios largos de Sox2 en el estadio de cuatro células contribuirian
mayoritariamente a las células internas del embrion en el estadio de 16 células (Figura
7.16). Estos resultados evidencian que las diferencias en la interaccion de Sox2-DNA (un
factor de transcripcion clave para la manutencién del linaje pluripotente) en el estadio
de cuatro células predicen, y pueden ser necesarias, para la generacién del macizo

interno celular del embrion.

7.8 Discusiones

7.8.1 Particion de los factores de transcripcion en el nucleo celular

La dinamica e interaccion de factores de transcripcion con la cromatina in vivo ha sido
dificil de estudiar en el pasado. Como fue mencionado en el capitulo 2, las técnicas mas
utilizadas en el campo, como las de inmunoprecipitacion de cromatina, no permiten
explorar células individuales y poseen una baja resolucidon temporal (superior a los
minutos). [358-361]. En este contexto, nuestros resultados sugieren que las técnicas
basadas en fluctuaciones de fluorescencia pueden proveer informacién cuantitativa

relevante de la distribucion nuclear de los factores de transcripcion.
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En particular, los datos experimentales pudieron ser interpretados considerando que los
factores de transcripcién difunden libremente en el nucleo y pueden interactuar con dos
tipos de sitios de unién. Pudimos verificar que ~70% de las moléculas se rige por difusién
browniana 3D, con un coeficiente de difusién esperado para moléculas del tamafiio de
paGFP-Sox2 en un entorno como el nucleo celular[362]. Las otras dos poblaciones
representan aproximadamente el 15% cada una del total de moléculas y estdn
compuestas por factores de transcripcién participantes de eventos de union al ADN con

tiempos de residencia del orden de 10 ms y 200 ms.

Es importante destacar que nuestro modelo es claramente una simplificacion de lo que
se veria en el complejo entorno nuclear. En esta condicidn es esperable una variabilidad
mayor en las interacciones factor de transcripcidn-cromatina dadas por variaciones en
el microentorno, en la secuencia o en la estructura del complejo del cual forma parte el
factor de transcripcion. Si bien el modelo propuesto con dos tipos de sitios de union es
una simplificacidn, fue suficiente para describir los datos experimentales y provee
informacién sobre propiedades promedio de las interacciones lentas y rapidas. Utilizar
un modelo mas complejo que tenga en cuenta distribuciones de constantes de afinidad

ocasionaria una sobre-interpretacién de los resultados experimentales.

En este contexto, las interacciones rdapidas incluirian diversos mecanismos de
interaccidn factor de transcripcién-cromatina tales como adsorciones e interacciones
con sitios inespecificos, deslizamiento unidimensional sobre el ADN vy saltos entre
segmentos[358, 363-366]. En el caso de estos dos ultimos procesos, se presume que las
distancias de deslizamiento y saltos (décimas de nandmetro en la escala temporal de los
experimentos de FCS[178]) serian menores a la resolucién o6ptica (~250nm en los
experimentos realizados), por lo cual estos fendmenos no pueden ser diferenciados de

otros tipos de interacciones con la cromatina.

Nuestros resultados sugieren que antes de que el embrién comprometa claramente los
distintos linajes la interaccion de Sox2 con el ADN comienza a presentar
heterogeneidades en el estadio de cuatro células. En contraste, sélo una pequena

fraccién del Oct4 total estaria comprometido en interacciones con sitios rapidos.
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7.8.2 Determinacion del linaje celular en embriones vivos

Al relacionar la dinamica de interaccidon de Sox2-cromatina con el destino celular en
embriones tempranos de ratén, pudimos demostrar que el destino celular estaria
influenciado por heterogeneidades moleculares entre blastémeros del embriéon de
cuatro células. En la misma direccidn, hemos mencionado un trabajo previo en el cual
se observan heterogeneidades entre blastomeros tempranos en niveles de metilacién
de H3R26[367]. Mas recientemente, Goolam et al.[167] observaron una pérdida total
de la expresion de Sox21 al inhibir CARM1 y reducir los niveles de metilacién de H3R26.
Por otro lado, una sobreexpresion de CARM1 aumenta los niveles de mARN de Sox21 en
el estadio de ocho células. Estos resultados, en conjunto con los nuestros, sugieren que
CARM1-Sox2-Sox21 forman un eje central para la determinacion del destino celular en

estadios tempranos del desarrollo.

Existen trabajos previos que estudiaron heterogeneidades entre células de
embriones[225, 354], sin embargo, estos trabajos no pudieron correlacionar
directamente heterogeneidades entre blastémeros tempranos con destino celular.
Ademas, se propuso que ciertas diferencias en la retencién de Oct4 en algunos nucleos
anticiparian el destino celular[368], pero sélo se siguieron células entre los estadios de
8 y 16 células. Para correlacionar directamente diferencias en el comportamiento de
factores de transcripcion con el destino celular identificamos de manera no invasiva
heterogeneidades entre blastdmeros de un embrién y realizamos un seguimiento
espaciotemporal de la evolucion del embridn. La combinacién de paFCS, simulaciones
computacionales y técnicas de reconstruccidon 3D nos permitié identificar diferencias en
la interaccion de paGFP-Sox2 con la cromatina entre blastémeros y confirmar que las
células con mayor cantidad de paGFP-Sox2 comprometida en interacciones con sitios
lentos contribuyen de forma mayoritaria a los blastémeros internos en el estadio de 16

células.
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Capitulo 8: dinamica de sondas fluorescentes en materiales
mesoporosos delgados

8.1 Motivacion: estudio de difusion de moléculas en matrices inorganicas

ordenadas

En el capitulo 3 describimos algunas de las propiedades y aplicaciones mas relevantes
de los materiales mesoporosos y, en particular, nos focalizamos en aquellos depositados
sobre films. Mencionamos ademas que muchas de estas aplicaciones requieren conocer
como moléculas incorporadas al film difunden en el arreglo de poros. Trabajos previos
buscaron realizar esta caracterizacién utilizando técnicas como RMN[282],
cromatografia[283] y técnicas electroquimicas[284, 285]. Sin embargo, estas técnicas
involucran la observacion simultdnea de numerosas moléculas en areas grandes (1-3
cm? en las técnicas electroquimicas[285]), impidiendo obtener informacion sobre

posibles micro-heterogeneidades de fendmeno de transporte en estos sistemas.

Es importante destacar que algunos de estos métodos (i.e. las técnicas electroquimicas)
permiten obtener informacién difusional en la direccién perpendicular al sustrato
Unicamente. En este capitulo, utilizaremos técnicas de microscopia confocal no invasivas
y de buena resolucién espacial (FRAP y FCS, secciones 1.3.2.1y 1.3.2.2) para estudiar la
difusidon de sondas fluorescentes en la direccion del sustrato. Una particularidad del
sistema en estudio es que las dimensiones de la sonda fluorescente son del orden de las
dimensiones de los poros y cuellos de los films estudiados, como veremos mas adelante.
Si bien la difusién dentro de estos materiales fue estudiada por técnicas de microscopia
de fluorescencia en trabajos previos, el mismo fue realizado en muestras sin calcinar
(aun con el surfactante) o con la muestra seca (seccion 3.5). Por lo tanto, desarrollamos
un protocolo que permita trabajar con soluciones sin secar la muestra, para evitar la

adsorcién o agregacion irreversible de la sonda.

En paralelo, para buscar comprender los resultados experimentales y contribuir a la
generacién de modelos tedricos de difusion en estas condiciones experimentales,

realizamos simulaciones de Monte Carlo en sistemas ordenados periddicos.
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8.2 Eleccidon de la sonda fluorescente

Para realizar los experimentos de FCS la sonda debe cumplir tres requisitos: ser excitable
a las longitudes de onda de los laseres disponibles en el microscopio confocal, poseer
un rendimiento cuantico aceptable y ser capaz de ser incluida y difundir dentro del film.
En una primera instancia, los laseres disponibles en el microscopio, 488 y 543 nm,
inclinaron nuestra eleccién de sondas a fluoresceina y rodamina B, las cuales estaban
disponibles en nuestro laboratorio. La Figura 8.1 muestra la estructura de las mismas y
las dimensiones caracteristicas de Rodamina B, la cual cumplié un papel central en este

capitulo.
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Figura 8.1: (A) estructura de la rodamina B. (B) estructura de la fluoresceina. (C) dimensiones
caracteristicas de la rodamina B. Adaptado de [369].

Tanto la rodamina B[370] como la fluoresceina[371] presentan un elevado rendimiento
cuantico a pH mayor a 8.0, por lo tanto ambas sondas podrian ser utilizadas para
estudiar la difusidon dentro de los films. Para decidir cudl sonda utilizar realizamos un
experimento cualitativo en el cual un film fue incubado con ambas sondas (con el
protocolo similar al descripto en la seccién 8.3) y se observé la incorporacion de ambas

sondas. En la Figura 8.2 se presentan los resultados obtenidos.
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Figura 8.2: film rectangular (recuadro negro) incubado con soluciones concentradas de rodamina B
(izquierda) y fluoresceina (derecha) a pH 8.0. El circulo punteado muestra la zona de siembra de la gota.
Se observo que la sonda rodamina B penetra y difunde en el film en mayor. Los valores del tamafio de
poro y cuello para el film utilizado (TB200) son 1.13 nm y 0.88 nm, respectivamente.

La capacidad de la sonda de incorporarse y difundir en el material depende, entre otros
factores, del tamafio de la sonda y su carga. La comparacién entre las dimensiones
mostradas en la Figura 8.1 y los tamanos de poro y cuello para este fin en particular
(Tabla 5.2) muestra que ambas sondas son de menor tamafio que los poros y cuellos del
film, sugiriendo que ambas podrian penetrar en el arreglo de poros. Sin embargo, es
importante considerar en este analisis las posibles interacciones electrostaticas que
pueden existir entre el film y la sonda. El punto isoeléctrico del film de TiO, depende de
su estructura y rugosidad, pero generalmente adquiere valores inferiores a 6.0[372],
indicando que a pH cercano a 8.0 el film presentara una carga superficial negativa. Por
otra parte, la fluoresceina, en su forma diandnica a ese pH, presenta la misma carga que
el film, generando una repulsion electrostdtica que limitaria la incorporacién de la sonda
a los poros del material. Por otro lado, la rodamina B presenta una forma zwiteridnica a
pH basico[373]; dicha forma permitiria la incorporaciéon de la sonda al material y su

difusion dentro del mismo.

En base a las consideraciones previas y el resultado cualitativo mostrado en esta seccion,

se decidid utilizar rodamina B en los ensayos que mostraremos mas adelante.
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8.3 Preparacion de las muestras

Previo a la incubacion con la sonda fluorescente, los films fueron sumergidos en etanol
con agitacion por 10 minutos y lavados con agua destilada. La hidratacion de los poros
fue realizada depositando los films durante una hora en una cdmara sellada,
conteniendo también un reservorio con una solucién saturada de KNOs. De esta forma,
se garantiza que la humedad relativa de la cdmara sea de 93%[374]. Este valor de
humedad garantiza una hidrataciéon completa de los poros[375]. Luego, una de las caras
del film fue recubierta con una solucién 50nM de rodamina B en buffer Tris 20mM pH 8
con agregado de 100mM o 500mM de NaCl, dependiendo del caso. Al cabo de 2 minutos
la gota fue retirada y el film colocado nuevamente en la cdmara de humedad controlada
por un periodo mayor a 12 horas para garantizar la total evaporacién de la pelicula
acuosa que pueda haber quedado en la superficie del film y promover una distribucién

homogénea de la sonda en el film.

Como mencionamos previamente, las mediciones requeriran mantener la humedad
relativa alta para garantizar la hidratacion de los poros. En la Figura 8.3 se muestra el
dispositivo utilizado para realizar las mediciones de FCS. El mismo consiste en un espacio
hermético entre el film incubado y un portaobjetos generado con un marco de PDMS
(polidimetilsiloxano). La humedad dentro de la cdmara es mantenida adhiriendo al
portaobjeto un trozo de papel embebido en solucién saturada de KNOs, con especial
cuidado de que el mismo no entre en contacto el film. El marco de PDMS tiene una
buena adherencia al vidrio y evita la pérdida de humedad, pudiendo realizar medidas

durante horas con el mismo film.

145



papel embebido
en KNO, (ss)

vidrio superior

Figura 8.3: cdmara de humedad controlada utilizada para las mediciones de microscopia confocal.

8.4 FRAP revela una fraccion inmovil minoritaria

En un principio, utilizamos la técnica de FRAP (seccidn 1.3.2.2) para estudiar la difusién
de la sonda dentro del film y determinar si existe una poblacion de moléculas
irreversiblemente adsorbidas al film. Como la mayoria de los modelos que ajustan las
curvas experimentales de FRAP son empiricos, solamente se hizo énfasis en el valor de
la fraccion movil, la cual nos permite inferir sobre el grado de adsorcién irreversible de

la sonda al material.

En la Figura 8.4 se presentan tres estadios caracteristicos del experimento de FRAP:
antes del fotoblanqueo (izquierda), el instante posterior al fotoblanqueo y un tiempo
posterior donde se aprecia la recuperacion parcial de la intensidad en la zona

fotoblanqueada.
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Figura 8.4: tres imdgenes representativas obtenidas durante un experimento de FRAP en un film TF400.
A la izquierda se presenta el drea de observacion homogénea previo al fotoblanqueo, en el centro el
instante del fotoblanqueo y a la derecha un tiempo posterior. La escala de colores representa la
intensidad de fluorescencia.

La intensidad promedio dentro de la zona fotoblanqueada es registrada en cada cuadro
y normalizada de acuerdo a la ecuacién 5.3 para obtener la curva de recuperacién de la

intensidad (Figura 8.5).
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Figura 8.5: curva representativa de la recuperacion de intensidad de fluorescencia en un experimento de
FRAP para rodamina B en el film TF400. La linea roja representa el ajuste de los datos experimentales
con la ecuacion 5.4.
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Las curvas experimentales de recuperacién de intensidad de fluorescencia (n = 12)
fueron ajustadas con la ecuacion 5.4, obteniendo un valor promedio de (89 + 4)% para
la fraccion movil (ecuacion 5.5). Este elevado valor para la fraccién moévil indica que la
mayoria de las moléculas de rodamina B difunden libremente dentro del film. La fraccién
restante (fraccion inmovil) corresponde a moléculas fotoblanqueadas que no se
intercambian en la ventana temporal estudiada, probablemente debido a interacciones

fuertes con el material.

8.5 Determinacion del plano focal de la muestra para los experimentos de

FCS

Trabajos previos de FCS en muestras extremadamente finas, como bicapas lipidicas,
demostraron que el foco del |aser debe estar muy cerca del centro de la bicapa para que
las medidas de FCS sean precisas. En particular, debido a la forma del volumen confocal,
el tiempo caracteristico de difusidon crece parabdlicamente con la distancia focal al

alejarse de la bicapa[376], de acuerdo a la siguiente ecuacién

w3 A3Az? e (8.1
Tp = E m C.( . )
donde 1 es el tiempo caracteristico de difusion, D el coeficiente de difusion, w, la
cintura del volumen confocal en el plano focal, 4y la longitud de onda del laser de
excitacion, n el indice de refraccidon del medio y Az es la distancia entre la posicion de la
muestra y el minimo de la parabola. Teniendo en cuenta estos antecedentes y el espesor
reducido de los films (100-200 nm, Tabla 5.2), resulta clave realizar las medidas de FCS
a la distancia focal adecuada, para obtener el tiempo caracteristico de difusién de

manera correcta.

Por lo tanto, realizamos experimentos control de FCS variando la altura del objetivo (z)
en pasos sub-micrométricos y analizamos la dependencia de la intensidad media de
fluorescencia y de tp obtenido por el ajuste de la ecuacion 5.1 a los datos

experimentales en funcidn de la posicién del objetivo. La Figura 8.6 muestra que el
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tiempo caracteristico de difusion posee una dependencia parabdlica con z. Por otra
parte, el valor es aproximadamente constante en un rango de £ 0.2-0.3 um en posiciones

cercanas al plano de la muestra.
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Figura 8.6: tiempo caracteristico de difusion (eje izquierdo, puntos rojos) e intensidad de fluorescencia
(eje derecho, puntos negros) en funcion de la posicion en z del foco. Se observa un rango en z (entre
lineas punteadas) en el cual el tiempo de difusion es minimo y constante y coincide con la region de

mdxima intensidad.

Los resultados experimentales no fueron analizados de manera cuantitativa con el
modelo descripto anteriormente (ecuacién 8.1) debido a que el espesor de los films
(100-200 nm, Tabla 5.2) no es despreciable frente a la cintura axial del volumen confocal
(~1 um), a diferencia de las bicapas lipidicas (~5 nm). Sin embargo, pudimos observar
que en el rango en el cual el valor de 7, es constante y minimo coincide con los valores
en z que proveen valores maximos de intensidad de fluorescencia. Estos resultados
sugieren que el plano adecuado para la realizacidén de los experimentos de FCS puede
ser encontrado de manera rapida y precisa buscando aquella posiciéon en z en la cual se

registra un maximo en la intensidad.
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8.6 Resultados experimentales de FCS en films mesoporosos

Por otra parte, realizamos experimentos de FCS siguiendo los protocolos optimizados y

descriptos en el capitulo 5. La Figura 8.7 muestra una curva representativa de los

resultados obtenidos en uno de los films estudiados (TF400); a modo comparativo, se

incluye una curva simulada para la sonda en H,0 (420 um?/s, [377]).
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Figura 8.7: curva de autocorrelacion (puntos negros) y ajuste con el modelo de difusion 2D (linea roja)
para la difusion de rodamina B dentro del material mesoporoso (TF400). Se observa un corrimiento a
tiempos mayores con respecto a la curva esperada para la difusion de la sonda libre en agua (linea azul).

Las curvas experimentales presentan un corrimiento hacia tiempos mayores, entre 3 y

4 6rdenes de magnitud respecto al comportamiento esperado para la sonda en H;O.

Este hecho evidencia una difusién muy retrasada dentro del material, probablemente

debido a la geometria del sistema y a interacciones de la sonda con el material.
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8.6.1 Eltamafio de poroy cuello modulan la difusion

Los resultados preliminares de FRAP y FCS (secciones 8.4 y 8.6) mostraron una dinamica
de difusion libre y érdenes de magnitud mas lenta dentro de los films mesoporosos, en
comparacion con la sonda libre en agua. Para estudiar el efecto del tamafio de poroy
cuello en la difusién de rodamina B dentro de los films, realizamos experimento de FCS
en los films descriptos en la Tabla 5.2 y se obtuvo el tiempo caracteristico de difusién
ajustando las curvas de autocorrelacion con la ecuacidn 5.1. Estas primeras medidas
fueron realizadas en un medio con alta fuerza iénica (500 mM NacCl), para minimizar las
interacciones de la sonda con el material. La Figura 8.8 muestra los resultados obtenidos

para los seis films.
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Figura 8.8: tiempo caracteristico de difusion en funcion del tamario del poro (A) y el tamario de cuello (B)
para los seis films estudiados en una solucion acuosa con alta fuerza idnica. La dispersion de los datos en
el eje X es solamente para fines representativos de los datos.

Otra forma de representar los datos es graficar el tamafio del poro y del cuello en cada
eje y el valor del tiempo caracteristico de difusion en escala de colores. Esta
representacion permite visualizar la dependencia de 7, con ambos parametros (Figura

8.9).
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Figura 8.9: tiempo caracteristico de difusion (escala de colores) en funcion del tamafio de poro y de
cuello para la sonda rodamina B en films a alta fuerza idnica. La dispersion de los datos en los ejes Xe Y
es solamente para facilitar la visualizacion de los mismos.

Los tiempos caracteristicos de difusiéon de rodamina B obtenidos en films mesoporosos
con alta fuerza idnica se encuentran en el rango de 20-200 ms. El coeficiente de difusiéon
correspondientes a estos tiempos caracteristicos, 0.085-0.85 um?/s, son del orden de
los valores obtenidos por SMT en films no calcinados de Si02[293, 378]. Nuevamente,
los valores son tres a cuatro 6rdenes de magnitud menores que el valor del coeficiente

de difusion de la sonda en agua, como fue observado en la Figura 8.7.

Un anadlisis mas detallado de la Figura 8.8 y Figura 8.9 revelan que el tiempo
caracteristico de difusidon decrece cuando aumentan el tamafio del poro y del cuello.
Ademas, el tiempo caracteristico de difusidon adquiere un valor constante aproximado
de 25 ms cuando el tamaiio del cuello es mayor a 2.7 nm (Figura 8.8B). Los tamafios de
poro en estos films (TB400, TF350 y TF400) varian en un rango relativamente amplio (3-
6 nm), sugiriendo que la difusién de la sonda en los mismos depende fundamentalmente
del tamafio del cuello. La dindamica mds rapida en los films con tamafio de poro similar,
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pero cuellos mayores (TB400 vs TF200, Figura 8.9), enfatizan la relevancia del tamafio

del cuello en la dindmica de difusion dentro de materiales mesoporosos.

8.6.2 Modulacién de la difusién por interacciones sonda-sustrato

Es de esperar que en un sistema tan confinado como los films mesoporosos, las
interacciones electrostaticas puedan influenciar la movilidad de la sonda [379]. Por
ejemplo, las cargas superficiales de films mesoporosos de TiO, son capaces de suprimir
la respuesta electroquimica de mediadores redox[380]. En este sentido, esperamos que
la fuerza idnica de la solucidn acuosa dentro de los films mesoporosos de TiO; influencie

y module la dindmica de difusién de la sonda[380].

Con el fin de estudiar el efecto de las cargas superficiales en la difusidn, repetimos los
experimentos anteriormente descriptos, pero reduciendo la fuerza idnica; para ello
trabajamos con un agregado de 100mM NaCl. En la Figura 8.10 se presentan los

resultados obtenidos para los films estudiados, en el medio de baja fuerza idnica.
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Figura 8.10: tiempo caracteristico de difusion en funcion del tamafo del poro (A) y el tamario de cuello
(B) para los seis films estudiados en una soluciéon acuosa con baja fuerza ionica. La dispersion de los
datos en el eje X es solamente para fines representativos de los datos.

Como en los experimentos anteriores, resulta practico representar los resultados en

funcion de ambos pardmetros para observar tendencias (Figura 8.11).
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Figura 8.11: tiempo caracteristico de difusion (escala de colores) en funcion del tamafio de poro y de
cuello para la sonda rodamina B en films a baja fuerza idnica. La dispersion de los datos en los ejes X e Y
es solamente para facilitar la visualizacion de los mismos.

El efecto de la interaccidn entre la sonda y las paredes del material es evidente en la
Figura 8.10y Figura 8.11. Estas figuras muestran que el tiempo caracteristico de difusion
no depende de los parametros geométricos del sistema, ademas de observar una mayor
dispersion en los datos correspondientes a poro y cuello grande. Por otra parte, la
difusion de la sonda en estas condiciones no difiere significativamente de la observada
en films con cuello menor a 2.7 nm en alta fuerza iénica (Figura 8.8B), sugiriendo que la
interaccidon con las paredes también retrasa el movimiento de la sonda en esas

condiciones.

Como fue mencionado en el capitulo 1, muchas veces la interpretacion de experimentos
de FCS en sistemas complejos puede ser facilitada con simulaciones que permiten
corroborar hipdtesis o modelos propuestos. Si bien no pudimos utilizar la plataforma

MCell-FERNET para simular estos escenarios debido al tamafio del sistema a simulary la
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necesidad de incorporar interacciones con el material, desarrollamos rutinas simples

apelando a la simetria periddica del sistema que se detallan a continuacion.

8.7 Simulaciones de difusion de moléculas en materiales mesoporosos

8.7.1 Construccion de la geometria del sistema

La construccidn de la celda unidad que genera la geometria del sistema fue descripta en

la seccidon 5.2.4.

8.7.2 Generacidn de las trayectorias de las particulas

Una vez construida la geometria del sistema, las trayectorias de las moléculas dentro del
mismo fueron generadas con el algoritmo de Monte Carlo utilizando el criterio de
Metropolis como criterio de aceptacién[103, 106]. Brevemente, el algoritmo consiste en
proponer un paso de una dada longitud y aceptarlo si el movimiento de la particula es
energéticamente favorable (AE < 0). Si un paso propuesto ocasiona que la energia del
sistema aumente, el paso es aceptado con una probabilidad proporcional a la diferencia
energética: p(AE) = exp(—AE/kT), donde k es la constante de Boltzmann y T es la
temperatura del sistema. Para una particula que difunde de manera isotrépica en un
espacio 2D, el desplazamiento cuadratico medio de la misma se relaciona con su

coeficiente de difusion de acuerdo a la ecuacion 1.3.

En las simulaciones, la longitud del paso fue seleccionada en base al coeficiente de
difusion de una sonda fluorescente en H20 (420 um?/s, [377]) y un tiempo por paso de
simulacion de 1071° segundos. Considerando estos pardmetros y la ecuacién 1.3, la
distancia media obtenida en un paso de simulacién (0.4 nm) es un orden de magnitud
menor que la geometria del sistema, garantizando que la particula no realice
trayectorias fisicamente imposibles, como atravesar obstaculos, o que la energia de Ia

misma sufra variaciones bruscas.

El siguiente paso consistié en definir el campo de energia del sistema con el cual
interactyan las particulas, que ademas de definir las interacciones entre las particulas y

la matriz, cumple la funcidn de realizar la sintonia fina de la geometria del sistema, como
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se detallara a continuacion. El campo de energia del sistema es generado considerando
que las paredes del mismo estdn compuestas por generadores puntuales de potencial

de Lennard-Jones[381], de la forma

V(r) = e (%m) —2 (rﬂ) Ec.(8.2)

donde rm es la distancia donde se encuentra el minimo de potencial y -€ es el valor del
potencial en dicha posicién. Este potencial fue elegido debido a su simplicidad para
simular interacciones del tipo atraccion-repulsién y ya fue utilizado anteriormente para

simular difusidn e interacciones en sistemas periédicos[106].

El valor de rm, en conjunto con la geometria previamente definida, determina los
parametros fundamentales del sistema, el poro y el cuello que los conecta. Para valores
de distancia menores que rm, la energia aumenta asintdticamente a infinito, generando
una regién impenetrable para las moléculas. Por lo tanto, un aumento de rm ocasiona
gue el minimo del potencial y dicha regién impenetrable se alejen de las paredes y los

puntos generadores de potencial.

Cuando se trabaja con sistemas extensos de geometria repetitiva se apela a algoritmos
de condiciones de contorno periddicas (periodic boundary conditions, PBC) para
simplificar los calculos y ahorrar poder de cémputo. Esta técnica permite definir el
sistema en torno a una celda unidad que, mediante translaciones y/o rotaciones, genera
un espacio de simulacién infinito. La implementacidn clasica de PBC consiste en
restringir |la particula a la celda unidad: cuando la misma abandona la celda unidad por
una frontera es destruida y reintroducida en la frontera opuesta. Esta metodologia no
permite realizar andlisis de MSD u obtener propiedades de las trayectorias, ya que las
mismas quedan confinadas dentro de la celda durante toda la simulacién. Una
implementacién alternativa que permite realizar los andlisis pertinentes consiste en
dejar que la molécula difunda libremente fuera de la celda unidad, pero las interacciones
son calculadas con coordenadas trasladadas a la celda unidad. Para evitar efectos de

borde el mapa de energia de la celda unidad fue calculado tomando en cuenta las celdas
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adyacentes, formando una grilla de 3x3. Un ejemplo de la celda unidad con el mapa de

energia se presenta en la Figura 8.12.

energia (UA)
20.00

17.02
14.04
11.06

8.08

y (nm)

5.10
212

-0.86

-3.84

-3 -2 -1 0 1 2 3
X (nm)

Figura 8.12: mapa de energia (en unidades arbitrarias) dentro de una celda unidad para el caso de rm =
1.7 nm. Los puntos negros corresponden a los puntos generadores de potencial.

Un pardmetro importante que influye en la difusién de las moléculas dentro de los
materiales mesoporosos es el tamafio del cuello que forma los canales de conexién
entre los poros. Por lo tanto, para presentar los resultados de las simulaciones se utilizé
como parametro el cociente entre el didmetro efectivo de cuello y el didmetro
geométrico del cuello (p). El didametro efectivo del cuello fue calculado utilizando el
mapa de potencial con un corte en la energia en 20 U.A. Dicho valor se eligié tomando
en cuenta los parametros utilizados para las simulaciones y el criterio de Metropolis: la
probabilidad de que una molécula adquiera o supere ese valor de potencial es, para kT
= 1, (Tabla 8.1) p(20) = exp(—20) ~107%, un valor altamente improbable de ser

aceptado por el criterio.

Los parametros pertinentes al potencial de Lennard-Jones y al criterio de Metropolis

utilizados para las simulaciones se detallan en la Tabla 8.1.
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Parametro Valor

€ 0.02
kT 1
rm (nm) 1.65;1.7;1.75; 1.8;

1.825; 1.85; 1.875

Tabla 8.1: pardmetros utilizados para las simulaciones

8.7.3 Analisis de las trayectorias en dos escalas temporales distintas

Para estudiar la difusion de moléculas dentro de estos materiales y el efecto que impone
la geometria en las propiedades de difusiéon estudiamos dos escalas temporales del
proceso. La hipdtesis planteada es que la difusidn de estos materiales esta limitada por
el tiempo de residencia dentro del poro, esto es, el pasaje entre poros es casi
instantdneo. Por lo tanto, una de las primeras propiedades que estudiamos con las
simulaciones es cédmo el tiempo de residencia dentro del poro se relaciona con la

geometria del sistema.

Para el calculo del tiempo de residencia dentro del poro se simularon trayectorias de
3x10° pasos registrados con una resoluciéon temporal de 102° segundos (igual al paso de
simulacién). Un ejemplo de dichas trayectorias se presenta en la Figura 8.13, donde en
el panel derecho se observa la trayectoria dentro del poro y el transporte entre los

mismos.

energia (UA)
20.00

15 T T T T

17.02
10 |
14.04

11.06

3
= 8.08

>
0k 5.10
212

5
553 -0.86
-10 1 I I I -3.84
5 0 5 10 15
X (nm)

Figura 8.13: trayectoria de la molécula dentro de la grilla periédica simulada (izquierda) y detalle de la
trayectoria dentro de una celda unidad con el mapa de energia correspondiente (derecha).
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El tiempo de residencia dentro del poro fue calculado contando la cantidad de pasos de
simulacién que la trayectoria permanecia confinada dentro de un poro antes de pasar a
otro poro o a la interfaz entre poros. Para este analisis, se consideraron areas ovaladas
de radios un poco menor a los radios geométricos de los poros (Figura 8.14). La
trayectoria fue seguida paso a paso registrando en qué d6valo se encontraba, no
considerando aquellos pasos en los que se encontraba en la interfaz (interseccién de
ovalos en la Figura 8.14). De esta manera se distingue si la particula entré y salié del
poro mas de una vez, evitando sobreestimar el tiempo de residencia si solamente se

cuenta la cantidad de pasos dentro de cada poro.

y (nm)

7.5 -5.0 -2.5 0.0 25 5.0
X (nm)

Figura 8.14: detalle de la trayectoria de la particula (linea negra) y las regiones consideradas como poros
(6valos rojos). Los puntos en la interseccion de los dvalos son considerados como trdnsito entre poros y
son descartados para el andlisis.

Se realizaron simulaciones para cada valor de ry, (Tabla 8.1) y se analizaron los resultados
de acuerdo a lo descripto anteriormente. El tiempo de residencia fue calculado como el
producto de la cantidad de pasos dentro del poro y el tiempo de paso de simulaciéon. En

la Figura 8.15 y Tabla 8.2 se presentan los resultados obtenidos para las simulaciones.
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Figura 8.15: tiempo de residencia dentro del poro en funcion del pardmetro geométrico p. Se observo un
mayor tiempo de residencia medio y una mayor dispersion para valores pequefios de p (menor cuello). La
dispersion de los datos en el eje X es solamente para fines representativos de los datos.

p (s N
0.125 5.584 +0.464 145
0.147 2.452+0.132 346
0.152 0.918 +0.059 240
0.169 0.299+0.015 425
0.191 0.082 +0.007 155
0.218 0.038 +0.002 292
0.243 0.020 +0.001 547

Tabla 8.2: resultados de tiempo de residencia para cada valor de p. Los resultados se expresan como
(promedio # error estdndar).

Observamos dos tendencias claras en los resultados obtenidos. Al disminuir el valor de
p (cuello mas estrecho), el valor medio del tiempo de residencia y su dispersién
aumenta. El aumento del valor medio es razonable, ya que al estrechar el cuello que

conecta los poros el transito de moléculas entre los mismos es mas dificultoso,
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ocasionando que la molécula explore durante mas tiempo el poro antes de que pase a
otro. El aumento en la dispersién de los valores se puede explicar por la naturaleza
poissoniana del proceso observado: |a salida del poro es un proceso al azar y, por ende,

la dispersion aumenta cuanto mayor es el tiempo dentro del poro.

Una vez explorada la escala de tiempo corta (difusidn dentro de los poros), el siguiente
paso fue explorar la escala de tiempo larga, para poder calcular el coeficiente de difusién
“macroscépico” del sistema (i.e. el coeficiente de difusion que se observaria, por
ejemplo, en un experimento de FCS). Sin embargo, simular trayectorias largas (del orden
de segundos) con la metodologia descripta anteriormente demanda un tiempo de

coOmputo excesivo.

Para obtener las trayectorias largas fue necesario realizar una modificaciéon en la
adquisicion de los datos simulados. En particular, buscamos obtener trayectorias largas
gue exploren una mayor superficie del sistema (i.e. el film simulado) y cuya resolucién
temporal asemeje a la de los experimentos en FCS (10 s). Sin embargo, no es posible
extrapolar la metodologia descripta previamente a este caso en particular. Como fue
mencionado en la seccidn 8.7.2, el tamafio del paso estd relacionado con el coeficiente
de difusién y el paso de simulacidn. Si se aumenta el paso de simulacidn para obtener
trayectorias largas aumentaria el tamafno del paso, ocasionando trayectorias ficticias
gue no se adeclan a las restricciones energéticas del sistema simulado. Por ejemplo,
una molécula podria atravesar de un poro a otro por la pared en vez de por el cuello.
Este paso, ildgico desde un punto de vista geométrico, podria ser aceptado por el criterio

de Monte Carlo.

Por lo tanto, la soluciéon utilizada fue simular el sistema con un paso de simulacién de
101 s para no obtener trayectorias ficticias, pero registrar la posicién de la molécula
solamente cada 10° s para no tener una cantidad de pasos excesiva que no aportan
informacion en la escala temporal deseada. Como desedbamos trayectorias de 10°
puntos registrados cada 10 s, fue necesario simular 10° pasos con resolucién de 102

s, efectivamente registrando la posicion de un solo paso cada 10%.
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Una vez calculadas las trayectorias, el MSD de cada trayectoria fue calculado de acuerdo

a la siguiente ecuacion

MSD(z) = ((x(t + 1) — x(t))" + (y(t + ) — y(£))") Ec.(8.3)

donde x e y son las coordenadas de la particula, T el tiempo de retardo (lag time) y los
corchetes representan el promedio temporal. El andlisis fue realizado para t < 25% del
tiempo total[382]. Para el caso de difusidn 2D, el MSD se relaciona con el coeficiente de
difusion de acuerdo a la ecuacion 1.3. Luego, graficando en MSD en funcidn del lag time

se puede obtener en coeficiente de difusién a partir de la pendiente del grafico (Figura

8.16).
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Figura 8.16: curvas representativas de MSD para cada valor de p simulado.
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Se observa que la pendiente de la curva aumenta a mayor p (mayor didmetro de cuello)
sugiriendo que la difusién de la molécula se ve menos obstruida y el valor del coeficiente
de difusion se acerca al valor limite de la sonda en agua (mayor pendiente en el grafico).
Una vez confirmada esta tendencia, se corrieron varias réplicas de cada simulacion, se
calculé el MSD para cada una y se extrajo el coeficiente de difusién del grafico para cada

uno de los valores de p. En la Figura 8.17 y Tabla 8.3 se presentan los resultados

obtenidos.
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Figura 8.17: coeficiente de difusion de las trayectorias largas en funcion del paraémetro geométrico p. Se
observo un mayor coeficiente de difusion y una mayor dispersion para valores grandes de p (mayor
cuello). Se introdujo dispersion de los datos en el eje X es solamente para facilitar su visualizacion. La
linea punteada representa el valor del coeficiente de difusion de la sonda en agua.

0.125 1.08+0.09 50
0.147 2.03+0.21 50
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0.152 6.38+0.62 50
0.169 17.3+1.51 50
0.191 87.7+10.3 50
0.218 133+11 49
0.243 207 £ 17 45

Tabla 8.3: coeficiente de difusion obtenido a partir de trayectorias largas para cada valor de p. Los
resultados se expresan como (promedio * error estandar).

La Figura 8.17 muestra que tanto el coeficiente de difusién como la dispersion de los
datos aumentan con p. La tendencia del valor medio es esperable, debido que a mayor
p la difusidon de la molécula se ve menos entorpecida por la geometria del sistema,

acercandose al valor limite en agua.

8.7.4 Relacién entre el tiempo de residencia y el coeficiente de difusion

Una forma de verificar la hipdtesis de que la difusion macroscdpica en estos sistemas se
relaciona con la permanencia de la sonda dentro del poro es analizar los parametros
“micro” y “macro” del sistema: el tiempo de residencia dentro del poro y el coeficiente
de difusidn. Si el tiempo de pasaje entre poros es despreciable, la ecuacion del

desplazamiento cuadrdtico medio puede ser escrita como
2 _

donde d, es la distancia entre poros, D el coeficiente de difusion y 7, el tiempo de

residencia dentro del poro. Reordenando la ecuacion se obtiene

dp

1
=2 Ec. (8.
el c.(8.5)

Por lo tanto, graficando 7, en funcidn del coeficiente de difusion para cada valor de p

simulado (Figura 8.18) se puede obtener el valor de la distancia entre poros.
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Figura 8.18: grdfico del tiempo de residencia dentro del poro en funcion del coeficiente de difusion para
cada valor de p. La linea de puntos roja representa el ajuste con la ecuacion 8.5.

Al ajustar los resultados con la ecuacidn 8.5 se obtiene un valor para la distancia entre
poros de (4.34+0.14) nm, el cual no es significativamente diferente al valor geométrico

de 4.42 nm, verificando la hipdtesis planteada.

8.8 Discusiones

8.8.1 Lageometria del sistema vy las interacciones sonda-sustrato modulan la difusién

Los resultados experimentales permitieron describir empiricamente como la geometria
del sistema, en particular el tamafio del poro y el tamano del cuello, y la interaccién con
las paredes del material modulan la difusién de una sonda fluorescente dentro de los
poros de films mesoporosos hidratados. La primera evidencia es el valor del tiempo
caracteristico de difusién obtenido por FCS, 3-4 6rdenes menor al de la sonda en

solucién. Al trabajar con alta fuerza idnica se observd una tendencia esperable: la
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difusion se hacia mas rapida al aumentar los tamafios de poro y de cuello, debido a que
la sonda no se ve entorpecida por el material. Un andlisis mas detallado de los resultados
permitio concluir que el tamaiio del cuello es muy importante para la modulacién de la

difusién, reforzando la hipdtesis de que el paso limitante es el transito entre poros.

Al disminuir la fuerza idnica se observé que las interacciones entre la sonda y el material
cobraban mas importancia y comenzaban a modular la difusién. En este contexto, poros
con un radio mayor a dos longitudes de Debye pueden ser considerados en el dominio
de las teorias continuas electroliticas (domain of the continuum theories of
electrolytes)[383]. Para las soluciones acuosas utilizadas, 100 y 500 mM NacCl, las
longitudes de Debye son 0.96 nm y 0.21 nm, respectivamente. En una primera
aproximacion, podemos suponer que estas distancias disminuyen el tamafio efectivo del
poro. Este hecho implica que el tamafno efectivo del cuello a baja fuerza idnica para
todos los films se encuentra por debajo del umbral de 2.7 nm observado en la Figura
8.9. En consecuencia, los valores de los tiempos caracteristicos de difusién en medios
de baja fuerza idnica son similares en todos los films. Trabajos previos demostraron que
una fraccion significativa del agua se encuentra estructurada en una capa a no mas de
2.5 nm de la pared del poro en films de TiO;, mientras que el agua libre se encuentra
mas alla de esa distancia[384, 385]. Luego, los efectos observados en films donde los
tamafios de cuellos son mayores a este tamafio son atribuibles a la electrostatica,
mientras que podemos especular que la estructura del agua debido al confinamiento
juega un rol en la difusién de la sonda para tamafios de cuellos menores a ese valor.
Recordando que las dimensiones de la rodamina B (Figura 8.1) son comparables con el
tamarfio del poro de TB200 y TF200, suponemos que las interacciones entre la sonda y

las paredes del material influencian el proceso de difusién[290].

8.8.2 Lassimulaciones arrojan informacion sobre la dindmica micro y macro del sistema

Las simulaciones computacionales realizadas resultaron de vital ayuda a la hora de
interpretar los resultados experimentales obtenidos y postular modelos para explicar las
tendencias observadas. El primer paralelismo observado fue al momento de aplicar el

potencial de interaccién para terminar de definir la geometria. Si bien tanto el tamafio

166



del poro vy el cuello disminuyen al aumentar rm (pardmetro que define el pozo del
potencial de Lennard-Jones) el efecto en el cuello es mas evidente. Pequefas variaciones
en el mismo pueden estrangular el cuello completamente o ensancharlo hasta que deje

de convertirse en un obstdculo para las moléculas.

El andlisis del tiempo de residencia dentro del poro nos permitié postular hipétesis en
la escala micro del sistema, escala que, debido a las limitaciones en resolucidon temporal
y espacial, nos fue imposible de estudiar de manera experimental. La tendencia
observada fue semejante a los resultados experimentales, donde una geometria de
mayores dimensiones impone menos restricciones a la sonda y se observa una difusién
mas libre. El estudio de la escala macro del sistema nos permitié observar la relacion
entre el coeficiente de difusion obtenido por el andlisis del MSD de las trayectorias con
la geometria del sistema, nuevamente observando la misma tendencia que los datos
experimentales. Si bien los coeficientes de difusion obtenidos fueron mayores a los
experimentales, la tendencia se mantuvo. Esta discrepancia era esperable debido al
modelo reducido empleado en el cual, por ejemplo, no se consideran interacciones
electrostdticas entre la sonda y el material ni asimetrias en el tamafio y carga de la
sonda, por lo que optamos por un andlisis cualitativo. Al relacionar el entorno macro con
el micro observamos que el paso limitante de la difusidn es el tiempo de residencia en
el poro, por lo que el sistema puede interpretarse como una grilla periddica, donde los
saltos entre posiciones son instantaneos y el tiempo de residencia determina cuanto

tiempo transcurre entre saltos.
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Capitulo 9: conclusiones y perspectivas futuras

En esta tesis, hemos estudiado diversos aspectos de procesos de difusién andmala en
sistemas complejos. Como describimos en la introduccién, y particularmente en el
capitulo 1, este estudio cobra especial relevancia en el entendimiento de procesos
quimicos en sistemas complejos y fue de gran relevancia para dilucidar aspectos
dinamicos en los dos sistemas experimentales de estudio: embriones vivos y films

mesoporosos.

En el capitulo 6 profundizamos en el desarrollo de una herramienta para la simulacion e
interpretacion de experimentos de microscopia confocal, denominada FERNET3. El
desarrollo de este programa buscé subsanar la carencia de programas existentes para
la simulacién de experimentos de microscopia de fluorescencia en escenarios complejos
y con modos de adquisicion de informacion no estandares. Debemos destacar que éstas
son normalmente las condiciones de la mayoria de los experimentos de microscopia
confocal realizados, por ejemplo, en células. En particular, en nuestro laboratorio
utilizamos microscopia confocal para estudiar diversos sistemas; poseer una
herramienta para simular experimentos y contrastarlos con resultados experimentales

es de gran ayuda.

En vez de disefar un programa que realice tanto la simulacidon de las trayectorias
moleculares como la simulacién del proceso de absorcién/excitacién (como la mayoria
de los programas existentes), optamos por un enfoque que resulto satisfactorio: buscar
una herramienta ya existente, robusta y validada para la generacién de las trayectorias
moleculares y acoplarle la parte de generacion de fluorescencia. En esta busqueda
encontramos MCell, una plataforma sencilla de usar que en conjunto con Blender,
permite disefar escenarios complejos en tres dimensiones y poblarlo de moléculas que

difunden en él e interactian entre ellas.

La ventaja de haber elegido este formato es que FERNET puede funcionar con otros

programas o rutinas caseras para la generacidn de las trayectorias moleculares. Por

3 Al finy al cabo, la parte mas divertida de desarrollar un programa es elegir el nombre.
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ejemplo, en nuestro laboratorio estamos actualmente realizando experimentos de line
FCS para dilucidar la dindmica de motores moleculares. La comparacién de estos datos
experimentales con aquellos obtenidos combinando rutinas de MATLAB y FERNET son
de vital importancia para la interpretacion de estos resultados. Otros colaboradores
estan utilizando MCell-FERNET para simular experimentos de SMT en receptores de

glucocorticoides, debido a la facilidad para construir estos escenarios en MCell.

En el capitulo 7 presentamos los resultados pertinentes al primer sistema en estudio: la
dinamica de factores de transcripcion en embriones tempranos de ratéon. FERNET
resultd ser de vital ayuda para interpretar las curvas de autocorrelacién experimentales.
Estas simulaciones nos permitieron proponer un modelo para explicar las curvas
experimentales y obtener informacion cuantitativa de la interaccion entre factores de
transcripcion y la cromatina. El modelo propuesto considera dos poblaciones de sitios

de unidn con distintos tiempos caracteristicos de interaccidn.

Pudimos observar que estos parametros varian al modular el grado de compactacion de
la cromatina, facilitando o dificultando el acceso de los factores de transcripcién a la
misma. Ademas, observamos coémo estos pardmetros varian durante el desarrollo
embrionario y pudimos correlacionar estas variaciones con el destino celular. Nuestros
resultados sugieren que la interaccion entre Sox2 y la cromatina comienza a presentar
heterogeneidades en el estadio de cuatro células y que células con mayor fracciéon de
Sox2 comprometido en interacciones con sitios lentos (aquellos de mayor tiempo de

residencia) contribuyen mayoritariamente a la formacién del macizo celular interno.

Actualmente, continuamos trabajando con nuestros colaboradores en el amplio e
“inquieto” mundo del desarrollo embrionario. En particular, nuestros estudios se
centran en el rol del citoesqueleto durante el desarrollo embrionario y cémo el mismo
influye en el posicionamiento del nucleo celular. Para estos experimentos, FERNET

resulta una herramienta valiosa especialmente en sus modos de imagenes y Z-stack.

En el capitulo 8 presentamos los resultados pertinentes a la difusion de sondas

fluorescentes en el segundo sistema en estudio: materiales mesoporosos. Este sistema
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fue elegido debido a su relevancia e implicancias tecnolégicas dando importancia al
estudio de la difusion de materia dentro del mismo. A diferencia de las técnicas
anteriormente utilizadas que promedian un area grande y estudian la difusién en la
direccion perpendicular al sustrato, optamos por utilizar microscopia confocal para

estudiar la difusion en la direccion del sustrato.

Una vez evidenciada la difusion dentro del material, procedimos a estudiarla en mas
detalle utilizando FCS pudiendo asi determinar el tiempo caracteristico de difusiéon
dentro de cada uno de los seis materiales sintetizados. Cada uno de estos films poseen
dos dimensiones que los caracterizan y modulan la difusién: el tamaino del poro y el
tamafio del cuello. Al analizar las curvas de correlacién, la primera observacién fue un
retraso evidente de la difusidn de hasta 3-4 6rdenes, al compararlo con la sonda libre en
agua, evidenciando que la geometria del sistema modula el movimiento de la sonda. Un
anadlisis mas detallado permitié concluir que el tamafio del cuello es muy importante
para este efecto, reforzando la hipétesis planteada de que el paso limitante es el transito
entre poros. Al cambiar la fuerza idnica del sistema también se observaron cambios en
el tiempo caracteristico de difusidn, evidenciando que la interaccion entre la sonday el

material también juega un rol en la modulacion de la difusién.

Si bien no pudimos utilizar FERNET para simular este sistema debido a limitaciones
computacionales para simular un sistema tan extenso, desarrollamos herramientas
computacionales sencillas para obtener trayectorias moleculares en sistemas
periddicos. Estas simulaciones permitieron estudiar dos escalas temporales distintas del
sistema: un entorno microscépico donde observamos el tiempo de residencia dentro del
poro y su relacion con el tamafio del cuello y un entorno macroscépico comparable a los
experimentos de FCS realizados, donde observamos el transporte a larga escala y
exploramos la relacién entre las dimensiones caracteristicas del sistema y el coeficiente

de difusion de la sonda.

El trabajo en este sistema esta lejos de estar terminado. Una de las mejoras a realizar es
incorporar interacciones electrostaticas en las simulaciones, para ver si los coeficientes

de difusion recuperados en las simulaciones se asemejan mas a los obtenidos en los
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experimentos de FCS. Ademas, esperamos poder aplicar otras técnicas para estudiar la
difusién dentro de los films, como técnicas de seguimiento de particula Unica o técnicas
de correlacidon espacio-temporal con imdagenes obtenidas con cdmaras CCD, como

iMSD[386].
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