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RESUMEN

El receptor nicotinico de acetilcolina, es un canal i6nico expresado tanto en el
sistema nervioso central como en el periférico. Su ligando enddgeno es la acetilcolina, pero
también puede ser activado por nicotina y otros farmacos. Pertenece a la superfamilia de
receptores ionotropicos, es decir actian muy rapidamente dejando pasar iones. Los iones que
principalmente pasan por este canal son sodio y calcio los cuales, entre otras funciones,
cambian el voltaje transmembrana. La forma clésica para la medicion de estos movimientos
iénicos es hacer electrofisiologia: colocar una pipeta de vidrio sobre un receptor, aplicar su
ligando y medir la corriente eléctrica producida por el paso de iones a través del canal.

Una nueva solucion a este problema consiste en expresar una proteina cuya
fluorescencia cambie al unirse al ion de interés, y luego medir estos cambios de fluorescencia
por métodos dpticos. Este nuevo método, en el campo de la optogenética, es mucho méas
rapido que la electrofisiologia, permite medir maltiples células a la vez tomando imagenes
con una camara y no requiere tanta habilidad manual ni entrenamiento. Sin embargo, ambas
técnicas sufren de un problema comun: la perturbacion mecanica al aplicar ligando mueve
las células en estudio, dificultando el analisis o terminando el experimento.

Los compuestos enjaulados son moléculas que pueden liberar un fragmento al
absorber un foton. La molécula “enjaulada” se encuentra inactiva. La “jaula” no tiene por si
misma actividad en el sistema en el que serd usada, y la molécula enjaulada recupera su
identidad original al ser liberada con luz. Esto permite aplicar farmacos en volimenes
extremadamente pequefios, con excelente precision temporal y espacial, de un modo no
invasivo, porque ya no dependen de la mecanica de la mezcla sino de la fisica de la luz.

En el presente trabajo amplificamos, purificamos, transfectamos y expresamos un
plasmido reportero de calcio en células que expresan el receptor nicotinico de acetilcolina.
Con él, obtuvimos registros oOpticos del ingreso de calcio por apertura de los canales
nicotinicos aplicando nicotina. Finalmente, registramos mediante imagenes la entrada de

calcio ante la nicotina aplicada por ruptura de un compuesto enjaulado de nicotina.
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ABSTRACT

The nicotinic acetylcholine receptor is an ion channel which is expressed both in
central and peripheral nervous system. It is normally activated by acetylcholine, but can also
bind nicotine and other drugs. It is classified as ionotropic, which means it acts by quickly
letting ions through the membrane. lons which mainly permeate this channel are sodium and
calcium which among other things change the cell’s membrane potential. The classical
experimental tool for measuring these ion movements involves making electrophysiological
recordings: applying a small glass pipette over a receptor, releasing ligand and measuring the
electric current generated by this ion flow through the channel.

A new solution to this problem involves expressing a protein which will change its
fluorescence upon binding the ion under study, and recording these changes in fluorescence
by optical means, simultaneously in a whole cell population. This new method, a product of
the emerging optogenetics field, yields much faster results, allows for measuring multiple
cells at once by imaging with a camera, and does not require difficult manual skills or hard
training. Nevertheless, both the classic and the optogenetics approach suffer from the same
drawback: mechanical perturbation during drug application moves the cells under study,
terminating the experiment or making resulting data very hard to analyse.

Caged compounds are molecules that can release a fragment upon light absorption.
The “caged” molecule remains inactive. The “cage” has no activity by itself and upon
absorption of a photon the caged molecule is released, recovering its original identity. This
allows for drug application in extremely small volumes and with very high spatial and
temporal precision, and in a non-invasive way, as the drug application does not rely on fluid
mixing but on the physics of light.

In the present work, we amplify, purify, transfect and express a calcium reporter-
encoding plasmid in cells which express the nicotinic acetylcholine receptor. With it, we
obtain optical recordings of calcium flow into the cells when activating the nicotinic receptors
with nicotine. Also, we record calcium flow upon nicotine release from a caged-nicotine

compound.
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Introduccion

En el presente trabajo amplificamos, purificamos y transfectamos un plasmido que
codifica para una proteina reportera de calcio en células que expresan el receptor nicotinico
de acetilcolina. Para poder medir variaciones de calcio intracelular aplicamos un ligando del
receptor y cuantificamos el cambio de fluorescencia. En este trabajo se aplicara nicotina o

fotoliberando nicotina enjaulada.

Los objetivos de este trabajo son:
= Objetivo general de este trabajo es medir la respuesta celular ante la
aplicacion de farmacos mediante la técnica de fotoliberacion de compuestos
enjaulados.
= Objetivo especifico es medir la respuesta celular ante la aplicacion de

nicotina enjaulada por la técnica de fotoliberacion.

Para cumplir con estos objetivos, fuimos por pasos:

e Paso 1: obtencion, amplificacion y purificacion del plasmido reportero.
e Paso 2: transfeccion de linea celular con el plasmido obtenido.

e Paso 3: aplicacion de nicotina sobre el cultivo celular y realizar un registro del efecto

para posterior analisis.

e Paso 4: Busqueda de la concentracion minima de nicotina suficiente para causar un

aumento en la fluorescencia.

e Paso 5: fotoliberacion de nicotina enjaulada sobre el cultivo celular.

La relevancia de esta tesis consiste en permitirnos comprender el funcionamiento de
las células en escala nanoscépica: cantidades de droga infimas en volimenes menores al de
una célula, sin intervencion mecanica. Esto es especialmente importante en neuronas y el
sistema nervioso en general, donde la misma droga aplicada en distintos lugares resulta en
efectos totalmente no-relacionados. Una aplicacion posible de esta tecnologia es el
tratamiento de disfunciones cerebrales, debidas a la deficiencia de un neurotransmisor. Uno

puede imaginarse un sistema de fotoliberacion “in vivo” en el cual la droga se administra
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sistéemicamente, pero, mediante una fibra dptica o un LED implantado, sélo es fotoliberada
en el momento en que es necesaria, y s6lo en un pequefio conjunto de neuronas deficientes

en un neurotransmisor en particular.
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Antecedentes

Citoplasma

Cerrado
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Figura 1: lzquierda: receptor nicotinico de acetilcolina. Derecha: receptor

muscarinico de acetilcolina.

El receptor de acetilcolina es una proteina integral de membrana que responde a la
unién del neurotransmisor acetilcolina. Existen dos tipos de receptores colinérgicos (Figura
1): el receptor nicotinico de acetilcolina y el receptor muscarinico de acetilcolina. Estos
receptores poseen dos diferencias principales. La primera diferencia es que cada uno posee
un ligando especifico que lo activa y que le da el nombre al receptor. En el caso del receptor
nicotinico, la nicotina, la cual no activa al receptor muscarinico. Y en el caso del muscarinico,
la muscarina, que no activa al receptor nicotinico. La segunda diferencia es la familia a la
cual pertenecen los receptores. El receptor nicotinico pertenece a la familia de receptores
ionotropicos, es decir receptores asociados a canales idnicos, los cuales poseen una
activacion rapida ya que al unirse el ligando se produce la apertura del canal y el paso de

iones en un tiempo corto (milisegundos). En cambio, el receptor muscarinico pertenece a la
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familia de los receptores metabotropicos, estos poseen menor velocidad de transduccién de
sefial ya que al unirse el ligando el receptor activa a una proteina, la cual fosforila y activa
segundos mensajeros lo cual requiere tiempos mas largos. En este trabajo nos centraremos

en el receptor nicotinico de acetilcolina.

El receptor nicotinico de acetilcolina (nAChR), es expresado tanto en el sistema
nervioso central como en el periférico. El canal se encuentra en alta concentracion en la
sinapsis neuromuscular, transmitiendo rapidamente sefiales electroquimicas desde la
terminal del nervio hasta la hendidura sinaptica, en respuesta a la liberacion de acetilcolinal.

Participa en muchos procesos como la contraccion muscular, generacion de
electricidad en por ejemplo Torpedo marmorata (Raya eléctrica jaspeada) y se encuentra
relacionado al control de citoquinas pro-inflamatorias como el TNF-a!. Es el canal i6nico
activado por ligando mejor caracterizado, por lo tanto, en el laboratorio se lo utiliza como
modelo de otros receptores de similares caracteristicas.

Para comprender su funcionamiento, podemos dividir al receptor en tres zonas, una
zona extracelular en donde interactta con el ligando, una zona intracelular pequefia y un poro
central definido por cinco subunidades. Las cinco subunidades conocidas para el receptor
nicotinico son a, B, v, & y €. El receptor nicotinico se divide en dos subtipos. El subtipo
muscular, expresado en la unién neuromuscular, puede estar conformado: como la forma
embrionaria, compuesto por las proteinas al, B1, 3, y y 0 como la forma adulta compuesto
por las subunidades al, 1, 3, y €, en ambos casos en relacion 2:1:1:1. El subtipo neuronal
puede ser homopentamero o heteropentamero, algunos ejemplos de conformacion son el
(a7)s (cinco subunidades de a7), (a10)s 0 (a4)2(B2)s.2 (Figura 2)
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s A3 X ¥

Figura 2: Receptores nicotinicos de acetilcolina. A) Receptor de subtipo

neuronal homopentamérico a7. B) Receptor de subtipo neuronal
heteropentamérico (04)2(32)s. C) Receptor de subtipo muscular de adulto
al, 1,5,y e.

El receptor nicotinico es activado por:
= Ligandos agonistas, los cuales favorecen la actividad del receptor; por

ejemplo, acetilcolina, nicotina y colina.

O C|3H3 H HSC\
PPN :
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Figura 3: A) Acetilcolina. B) Nicotina. C) Colina.

= Ligandos antagonistas, los cuales desfavorecen la actividad del receptor, el

mas usado es la a-bungarotoxina.

Al unirse la acetilcolina, u otro ligando agonista, se genera un cambio
conformacional en la proteina que permite el flujo de cationes, principalmente sodio y calcio.

Tanto el ingreso de sodio como el de calcio produce la depolarizacion de la membrana
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provocando un potencial postsinaptico excitatorio. Ademas, el ingreso de calcio, entre otras
cosas, puede actuar liberando neurotransmisores, recuperando al receptor nicotinico de la
desensitizacién via cascada de sefializacion y puede activar un mecanismo de

neuroproteccion via modulacion de la expresion de genes 3.

Los receptores poseen tres estados fundamentales abierto, inactivado
(desensibilizado) o cerrado (Figura 4). El estado abierto ocurre cuando un ligando agonista,
como la acetilcolina o la nicotina, se une; esto provoca la apertura del canal. Luego de unos
20 milisegundos de presencia continuada del ligando, el receptor puede pasar al estado
inactivado (se desensibiliza). Este estado es resultado de un cambio conformacional que
impide el flujo de iones, a pesar de poseer el ligando unido. En el caso del receptor nicotinico,
por ejemplo, a pesar de encontrarse unida la nicotina el receptor no permite pasar iones. Por
lo general la acetilcolina, o el ligando activador que se encuentre en ese momento, se suele
hidrolizar con rapidez cerrdndose el canal en aproximadamente 1 milisegundo, antes de que

ocurra una desensibilizacion importante?,

libre y cerrado

/ N\
)

—

ocupado y cerrado ocupado y abierto

(inactivado)

Figura 11-37 Biologia molecular de la célula, quinta edicion
(© Garland Science 2008 y Ediciones Omega 2010)

Figura 4: Posibles estados conformacionales del receptor acetilcolinico.
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Figura 5: Registro de canal unico.

En esta figura se puede observar la aparicion de corrientes ionicas al abrirse
el canal ionico. La membrana a la cual se le realizo la medicion eléctrica se bafid de
ambos lados con una solucién salina. Se agregé 300 nM de acetilcolina en la cara
extracelular de la membrana provocando la apertura ocasional del canal. Luego, se le
aplico un potencial de membrana de -140 mV. Pequefas corrientes idnicas pasan cada
vez que se abre el canal. En cada apertura del canal pasan aproximadamente 4,1x10’
iones por segundo a una temperatura de 23°C. Y el canal se encuentra abierto solo
por unos milisegundos. Estos iones generan corrientes eléctricas en la membrana

causando las corrientes medidas en este grafico®.

En 1999 es creada la linea celular CHO-K1/A5 por el doctor Francisco
Barrantes y equipo. Esta linea celular expresa las subunidades a1, 1, 8 y € en relacion
2:1:1:1 del receptor nicotinico muscular de adulto. La linea fue desarrollada como
control en un trabajo que demostré que la deficiencia en esfingomielina, un lipido de
membrana, provoca una disminucién en la cantidad de AChR expresado en

membrana®.

En este trabajo estudiaremos el comportamiento del receptor nicotinico
muscular expresado por la linea CHO-K1/A5 frente a la nicotina libre y a la nicotina

enjaulada.
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El patch clamp es la forma clasica de medir cambios en la corriente ionica de una
célula. Actualmente se desarrollaron otras herramientas para observar estos cambios.

Los indicadores de calcio genéticamente codificados o GECIs por sus siglas en
inglés, son herramientas optogenéticas muy utilizadas actualmente dentro de la neurobiologia
ya que permiten observar cambios en las concentraciones de calcio intracelular, un mensajero
relacionado a multiples funciones,’ utilizando métodos dpticos de deteccion de fluorescencia.
Son simples de usar ya que no requieren una gran habilidad técnica y permiten observar
poblaciones enteras de células a la misma vez. Estos indicadores solo requieren la
transfeccion de un plasmido que codifique para la proteina reportera y la luz pertinente para
excitarla.

Existen dos tipos de GEClIs:

e El tipo Cameleon, que se basan en FRET, est4 construidos mediante una fusion de
una mutante de GFP que emite en azul, calmodulina (una proteina que une calcio),
un péptido M13 el cual une calmodulina y una GFP mejorada que emite en verde 0
amarillo. Al unirse calcio la calmodulina se envuelve en el péptido M13 aumentando
la eficiencia de transferencia de energia de tipo Forster (FRET) entre las GFPs, y

cambiando la sefial fluorescente®.
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e El tipo GCaMP est4 construido con una Unica proteina fluorescente fusionada al
extremo N- terminal del péptido M13; en el extremo C-terminal del mismo péptido
se encuentra unida calmodulina. Al unirse calcio la calmodulina interacciona con el
péptido M13 modificando el entorno del cromdforo de la proteina fluorescente

provocando una variacion de la fluorescencia® (Figura 6).%°

Figura 6: Modelo de una proteina de tipo GCaMP. En amarillo dominio de
la calmodulina; en gris/rojo dominio de la proteina fluorescente; en celeste
péptido M13.1

En 2011 en el laboratorio de Robert Campbell es creada una serie de indicadores
de calcio genéticamente codificados para imagenes épticas 0 GECOs, segun su sigla en
inglés, a partir de mutaciones generadas aleatoriamente en GCaMP3'?, una version
mejorada del sensor GCaMP original*®. Uno de los GECOs obtenidos es RGECO, una
proteina de tipo GCaMP que al unir calcio aumenta su fluorescencia. La principal
diferencia entre RGECO y GCaMP3 es que en vez de emitir con un maximo en
aproximadamente 520 nm (verde) emite con un maximo en aproximadamente 600 nm

(rojo, Figura 7). La ventaja de obtener una paleta extendida de indicadores de calcio
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genéticamente codificados es que permite, usando dos GECIs con propiedades
espectrales diferentes, sensar calcio en dos compartimientos distintos, por ejemplo, calcio
mitocondrial y calcio somético o, por ejemplo, sensar calcio en dos poblaciones de células

COMO neuronas y astrocitos, al mismo tiempo*4,

== Ca2* saturated

-

= Ca2* free &

Relative intensity

0 o as?
400 500 600 700
Wavelength [nm]

Figura 7: Espectro de absorcion y emision de RGECO, en

azul sin calcio unido, en rojo con calcio unido.

En este trabajo se utilizara RGECO para la medicion de las variaciones de

calcio intracelular producto de la aplicacién de los tratamientos.
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La fotolisis o fotoliberacion es la ruptura de un enlace quimico como resultado de la
absorcion de un foton de la luz.

Compuestos de coordinacién o "compuestos complejos”, consisten esencialmente
en un ion complejo y un contraion®®. Existen maltiples y diversas aplicaciones para estos
complejos, por ejemplo, para ver temperaturas en ensayos bioldgicos y bioquimicos'® o como
parte de celdas solares'’.

Los compuestos enjaulados son complejos que pueden liberar una molécula o
fragmento, al absorber un fotdn. La molécula al encontrarse unida se encuentra inactiva. El
grupo protector no tiene por si mismo actividad en el sistema en el que sera usado, y la
molécula inactivada/enjaulado recupera su identidad original al ser fotoliberada. Esto permite
liberar moléculas en volimenes extremadamente pequefios, con excelente precision temporal
y espacial, de un modo no invasivo, porque ya no dependen de la mecénica de la mezcla sino
de la fisica de la luz.

A finales de los 70s con la creacion del ATP enjaulado®®, se comienzan a utilizar los
compuestos enjaulados como una nueva herramienta dentro de los laboratorios. Se enjaularon
maultiples biomoléculas incluyendo neurotransmisores, pero estos compuestos requerian
equipos de Optica costosos y la fotoliberacion se realizaba con luz UV por lo tanto provocaba
dafio a las células en estudio.

Los complejos de rutenio son utilizados como un componente en celdas solares,
convirtiendo la energia de la luz solar en energia potencial, provocando la excitacion de
electrones, que pasan a través de un material conductor generando una corriente eléctrica. El
problema es que, en los primeros complejos de rutenio utilizados para estas celdas, se
encontrd que a veces el rutenio captaba fotones y en vez de convertirlos en energia potencial,
liberaba su ligando (fotoliberacién), destruyendo la especie quimica fotoconversora y
provocando que la celda dejara de funcionar. Esto actualmente se esta mejorando?® 202, Sin
embargo, en 2002 en el laboratorio del doctor Roberto Etchenique (INQUIMAE, FCEN,
UBA), se aprovecha esta propiedad no deseada de los complejos de rutenio y se desarrolla
unos nuevos complejos enjaulados. Estos son fotoliberados con luz visible. El primer
compuesto que se enjaula con esta nueva técnica es la 4 aminopiridina (4AP), un blogueante

de canales de potasio?. A partir de este momento se comienzan a sintetizar enjaulados de
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diversos neurotransmisores, como, por ejemplo, en 2005, GABA, triptamina, serotonina
entre otros®,

En 2010 se sintetizd, por el doctor Oscar Filevich y equipo, también en el
laboratorio del doctor Roberto Etchenique, por primera vez el enjaulado de nicotina y se lo

caracteriz6.
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Figura 8: Fotolisis de RubiNico.

En la figura se 8 observa el espectro de absorcion de RuBiNico, encontrandose el

pico de mayor fotdlisis alrededor de 470 nm (azul).
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Figura 9: Estructura de RubiNico y sus productos de fotolisis.

En el presente trabajo, se combinara el uso de la linea celular que expresa el receptor
nicotinico muscular, con el enjaulado de nicotina y técnicas opticas de medicion de calcio
intracelular para acercarnos al estudio del efecto de moléculas efectoras (de ligandos como

nicotina) sobre células unicas, o sobre partes de las mismas.
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Hipotesis

Al aplicar luz azul, se fotoliberara nicotina del compuesto enjaulado, provocando la
unién al receptor nicotinico de acetilcolina y apertura del canal; observandose un aumento
en la fluorescencia de la proteina reportera RGECO en las células CHO-K1/A5 provocada

por el ingreso de calcio al interior de la célula.
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Metodologia

El ensayo ultimo de este trabajo consiste, por lo previamente expuesto, en cultivar
células CHO-K1/A5 a partir del stock en -80°C, transfectarlas con un plasmido que codifica
para una proteina reportera, indicadora de Ca?*. Luego, verificar la expresion del plasmido y
la emisidn de fluorescencia. Comprobar aumentos en esta fluorescencia con tratamientos que
provocan el incremento de Ca?* intracelular. Después, fotoliberar nicotina y medir el cambio

en la fluorescencia de la proteina reportera.

PASO 1: OBTENCION DE LOS PLASMIDOS REPORTEROS.
= QObtencidn de los pldsmidos reporteros

Los pldsmidos reporteros RGECO y GCaMP6 fueron enviados por correo en un
papel desde el laboratorio del doctor Rafael Yuste (HHMI, Columbia University, NY). Cada
papel contenia 3 ug de DNA. Para su recuperacion se recortd una pequefia seccion del papel

y se la lavo con 20 pL de agua miliQ.

Figura 10: Papel con DNA plasmidico.
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= Amplificacion del plasmido reportero

Para la amplificacion de los plasmidos reporteros, se realizé una transformacion en
bacterias competentes Escherichia coli DH5a ya que los mismos poseen origen de
replicacion bacteriano. Se utilizaron los productos del lavado de los papeles del punto
anterior y se realizé la transformacion utilizando la técnica de electroporacion debido a que
es una forma rapida y econdmica de transfectar. La electroporacion consiste en someter una
suspension de células y el plasmido de interés a un campo eléctrico intenso durante unos
milisegundos. Esto permite el ingreso del DNA a la célula y su expresion transiente. (Ver
Anexos Il, 11y 1V)

Con las bacterias electroporadas, se procedié a la recuperacion de las mismas en un
Eppendorf con 1 ml de medio LB (Anexo I) durante media hora a 37°C. Luego se plaqueé el
contenido del Eppendorf en placa de Petri de 9mm con LB Agar y Ampicilina a

concentracion 100 pg/mL.

= Purificacion de los plasmidos

Para la purificacion de los plasmidos se utilizé el kit de midiprep para plasmidos de
Qiagen. Se corrid un gel para ver que no hubiese contaminacion con ADN genomico, para
eso se eligieron dos enzimas de corte Unico, Hpal y Scal. Estas enzimas se eligieron ya que
estan presentes en ambos plasmidos y liberaban fragmentos capaces de ser separados por un
gel. Para RGECO se libera un fragmento de 3519 pb y otro de 3338 pb; para GCamp6 uno
de 3535 pb y otro de 3401 pb.

En nanodrop se cuantifico y se midio la relacion de absorbancias a 260 nm y 280

nm para ver que no hubiese contaminacion con proteina.

PASO 2: OBTENCION DE CELULAS FLUORESCENTES.

= Crecimiento y mantenimiento de la linea celular

Para el crecimiento y mantenimiento de la linea celular CHO-K1/A5, se utilizo
medio HAM’S F12 con 10% de SFB. Primero se realizd crecimiento de la linea en botellas,
durante 24 a 48 horas en estufa a 37°C con 5% de CO., y luego se sembraron (Anexo V) en
vidrios de 12 mm en multiwell de 24 wells a una densidad celular de 1x10*, el crecimiento

también fue realizado en estufa.
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= Eleccién plasmido reportero

Antes de realizar la transfeccion se eligi6 a RGECO como plasmido reportero ya
que como se puede observar en la figura 11, el espectro de absorcion de GCaMP6 se
superpone en gran medida con el espectro de RuBiNico. En cambio, la superposicion de los
espectros de RGECO y RuBiNico es menor, esto permite tener méas fotones que exciten a
RGECO sin fotoliberar a RuBiNico; por lo tanto, utilizar RGECO no afectaria

significativamente el resultado y nos permitiria medir la variacién de calcio.

Figura 11: Izquierda en violeta espectro de absorcion de RuBiNico y en Naranja el
de GCaMP6; la columna azul corresponde a las longitudes de onda que deja pasar
el cubo de filtros que se deberia utilizar para excitar a GCaMP6.

Derecha en violeta espectro de absorcion de RuBiNico y en rojo de RGECO; la
columna verde corresponde a las longitudes de onda que deja pasar el cubo de

filtros que se deberia utilizar para excitar a RGECO.

= Visualizacion de fluorescencia.

El equipo de microscopia utilizado es un Nikon ECLIPSE TE300 invertido,
equipado con una camara Hamamatsu Orca ER de tipo CCD y una lampara de mercurio.

El microscopio posee un sistema de lentes muy compacto que guia la luz desde la
lampara atravesando un riel de cubos de filtros, que excitan en verde o0 azul la muestra, hasta
la torre de objetivos.

Para la visualizacion de la fluorescencia se utilizé un cubo de filtros equipado en el

microscopio que permite pasar solamente longitudes de onda en verde desde la lampara de
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mercurio para la excitacion de la muestra y solo permite pasar longitudes de onda en el

espectro de los rojos, emitidas por la muestra, hacia el ocular.
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Figura 12: Transmitancia versus longitud de onda. En verde longitudes
de onda que pasan por el cubo excitando la muestra y en rojo longitudes
de onda que pasan por el cubo desde la muestra hacia el ocular (emision

de la muestra).

= Transfeccién de células CHO

Para la transfeccion se utilizé lipofectamina 2000. La transfeccion con lipofectamina
consiste en mezclar el material genético con la solucion de lipofectamina 2000, la cual
contiene subunidades de lipidos que pueden formar liposomas encapsulando el DNA. Debido
a la carga que posee el liposoma se cree que puede fusionarse con la membrana de la célula

introduciendo asi el material genético deseado. (Anexo VI).

PASO 3: APERTURA DE LOS CANALES NICOTINICOS CON NICOTINA.

= Ensayo nicotina

Este ensayo se realizo sobre células transfectadas con el plasmido reportero, las
cuales se lavaron con HBSS sin calcio y se sustituy6 el medio por una solucion alta en calcio,

concentracion 8 mM (Anexo I). Luego, mientras se realizaba una toma de imagenes bajo
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microscopia de fluorescencia, se aplicaron 200 pL de nicotina en HBSS con concentracion
10 mM. Las fotos fueron tomadas con un tiempo de exposicion 200 ms, 3 s lapso entre fotos
durante 5 min; estos pardmetros se mantendran para todos los ensayos a menos que se diga
lo contrario.

A pesar de que la concentracion fisioldgica de Ca2+ extracelular es de 1,5 mM, se
optd por aumentar la concentracién en nuestra solucién de ensayo para acentuar el aumento

de fluorescencia.

= Control negativo aumento de la fluorescencia

Este control se realiz6 para ver que efectivamente no se producia un aumento de la
fluorescencia de la proteina reportera si no habia iones Ca?" ingresando a la célula. Para
realizarlo se utilizaron CHO-K1/A5 transfectadas con el plasmido reportero, las cuales se
lavaron con HBSS sin calcio y, mientras se realizaba la toma de imagenes, se aplicaron 200
ML de nicotina en HBSS 10 mM.

PASO 4: BUSQUEDA DE LA CONCENTRACION MINIMA DE NICOTINA
SUFICIENTE PARA CAUSAR UN AUMENTO EN LA FLUORESCENCIA.

Este ensayo se realiz6 para saber cuél es la minima concentracion de nicotina que
logra abrir al receptor nicotinico, causando un aumento en la fluorescencia. Debido a que en
la sintesis de nicotina enjaulada a veces resulta un porcentaje de nicotina sin enjaular, al usar
la minima cantidad que dé efecto observable, la nicotina libre disminuiria a valores que no
afectarian al resultado.

Para esta prueba se retir6 el medio HAM’S F12 en el que crecian las células, se las
lavo con HBSS sin Ca?* y se las bafi6 en una solucion alta en calcio. Luego, mientras se
tomaba una sucesion de fotos bajo microscopia de fluorescencia, se retir6 el buffer en el que
se encontraban las células y se agregaron 200 pL de una solucion de nicotina diluida en una
solucion alta en calcio. Las concentraciones de nicotina ensayadas fueron 100 uM; 20 pM;
10 uM; 4 uM.
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PASO 5: APERTURA DE LOS CANALES NICOTINICOS CON NICOTINA
ENJAULADA.

= Preparacién de la nicotina enjaulada

El compuesto enjaulado fue sintetizado por el tutor de esta tesis. Posee un peso
molecular de 808,81 g/mol. EI compuesto luego de la sintesis es liofilizado, en este estado
no es fotosensible, pero es importante mantenerlo seco ya que con la humedad ambiente
alcanza para hidratar al compuesto y liberar la nicotina enjaulada, por eso se lo mantiene en
un frasco con parafilm.

Para los ensayos se generdé una solucion madre de nicotina enjaulada a
concentracion 100 mM, pesando y diluyendo el compuesto en agua miliQ. Las diluciones de
la solucién madre fueron realizadas con la solucion alta en calcio. Todo este trabajo fue
ejecutado en un cuarto oscuro para evitar la fotdlisis, a modo de luz se utilizé un LED rojo

el cual no fotolisa el compuesto.

= Ensayo apertura de los canales nicotinicos con nicotina enjaulada

Para este ensayo se utilizaron las células CHO-K1/A5 transfectadas con el plasmido
reportero, las cuales se lavaron con HBSS sin calcio y se las mantuvo en la solucion alta en
calcio. Luego, mientras se tomaba una secuencia de fotos bajo microscopia de fluorescencia,
se retird la solucién y se agregd la solucion de nicotina enjaulada a 20 pM; pasadas unas 20
fotos se aplico luz con un LED de 450 nm durante 3 s. Se eligié este LED ya que es el mas
cercano a 470 nm (longitud de onda con la mayor eficiencia de fotdlisis).

En este ensayo la secuencia de fotos duré 10 min.

= Control negativo de la jaula

Los productos de fotdlisis del compuesto enjaulado son nicotina, por un lado, y
[Ru(Bpy)2Nicotina-H20] por el otro. Uno podria pensar que el efecto observado luego de la
exposicion del preparado a luz de fotolisis se debe, no a la nicotina fotoliberada, sino, a la
“jaula fotoliberada”. Por ello, se utiliz [Ru(Bpy)2(H20)2]?*, “jaula”, para ver que esta no
provocara ningun efecto sobre la fluorescencia de las células.

Para este ensayo se utilizaron células transfectadas con el plasmido reportero, las

cuales se lavaron con HBSS sin calcio, y se las coloco en la solucion alta en calcio. Luego,
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se procedid a la toma de imagenes bajo microscopia de fluorescencia mientras se les agrego

una solucidn con la jaula y se les aplico luz LED de 450 nm.

= Analisis de las imagenes

Todas las imagenes fueron analizadas utilizando el programa ImageJ?>.

Primero se genero6 un stack con todas las imagenes obtenidas en el ensayo. Luego
se delimitd una zona de interés y se midio la intensidad de luz de los pixeles. Se calculd el
valor de la media de este conjunto de datos y se les restd el valor de media del fondo. Se

grafico el cambid de fluorescencia (AF/Fo).
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Resultados

PASO 1: OBTENCION DE LOS PLASMIDOS REPORTEROS
= Amplificacion de los plasmidos

La electroporacion dio como resultado E.coli transformadas figura 13.

Figura 13: A) E. coli transformadas con plasmido RGECO. B) E.
coli transformadas con plasmido GCaMP6.

Debido a que el plasmido posee un gen de resistencia a ampicilina y el agar
posee ampicilina, al ver crecimiento deducimos que las bacterias efectivamente se

encuentran transformadas.
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= Purificacion de los plasmidos

La primera purificacion arrojé los valores de concentracién de la tabla 1:

Id plasmido Concentracion (ug/pl)
RGECO 0,033 pg/pl
GCaMP6 0,4 pg/ul

Tabla 1: Concentracién plasmidos RGECO y GCaMP6,

medidos con nanodrop.

Relacién 260/280:
RGECO =1,178
GCaMP6 = 1,636

Aproximadamente 1,8 es el valor aceptado para considerar el ADN puro.

Esta purificacion posee concentraciones muy bajas y la posterior transfeccion no dio
el resultado esperado. Ademas, tuvimos problemas a la hora de separar el DNA gendémico ya
que la centrifuga que posee el laboratorio llega a una velocidad muy inferior a la mencionada
en el protocolo.

En la siguiente purificacion, la cual arrojo los valores de concentracién mencionados
en la tabla 2, se aumentd el tiempo de centrifugacion para compensar la falta de velocidad y
se fue retirando el sobrenadante (donde se encuentra el ADN plasmidico) en etapas,

centrifugando en cada una para disminuir la cantidad de DNA gendmico.
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Id plasmido Concentracion (ug/pl)
RGECO (1) 1,4 pg/ul
RGECO (2) 0,75ug/ul
GCaMP 6 (1) 1,69 pg/ul
GCaMP 6 (2) 2,7 pg/ul

Tabla 2: Concentraciones del plasmido purificado medido con un
equipo nanodrop. Los plasmidos (1) y (2) provienen de los mismos
crecimientos overnight pero fueron purificados por separado. debido

Relacién 260/280:
RGECO (1) = 1,94
RGECO (2) =1,93
GCaMP6 (1) =1,92
GCaMP6 (2) = 1,86

3500 pb
4000 pb
3500pb <3000 pb
3300pb — *
3400 pb

Figura 14: Corrida en gel de agarosa de la digestion de los plasmidos que codifican para
GCaMP6 y RGECO. Calle 1 RGECO, calle 2 GCaMP6 y calle 3 marcador de peso
molecular 1kb.

Esta imagen se encuentra editada para poder unir las calles correspondientes a los

plasmidos de interés.
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Observando la figura 14 se puede ver que en la calle 1, correspondiente a RGECO,
hay un fragmento de aproximadamente 3500 pb y otro de 3300 pb. En la calle 2,
correspondiente a GCaMP6 se puede ver un fragmento de aproximadamente 3500 pb y otro
de 3400 pb. De acuerdo a lo calculado anteriormente, para RGECO deberia haber un
fragmento de 3519 pb y otro de 3338 pb y para GCaMP6 uno de 3535 pb y otro de 3401 pb.
Comparando lo calculado con el resultado arrojado por el gel podemos decir que nos
encontramos en presencia de los plasmidos buscados. Ademas, no se observan signos de

ADN genomico.

PASO 2: OBTENCION DE CELULAS FLUORESCENTES

= Transfeccion de células CHO

Se realizaron siete transfecciones utilizando RGECO de la primera purificacion,
pero al observar las células bajo fluorescencia, ninguna fluorescia indicando que no ocurri
ningun evento de transfeccion.

Luego de la segunda purificacion se comenz0 a transfectar con el DNA RGECO (2),
se eligio este ya que poseia los valores de concentracion mas cercanos a 1 pg/ul (valor de
referencia en todos los protocolos).

En ambos casos se adaptaron los volimenes de reactivos para obtener masas de

plasmido iguales a la del protocolo.
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Figura 15: Células transfectadas bajo fluorescencia (A) y bajo iluminacion de campo claro (B).
El porcentaje de transfeccidn en este caso fue del 30%. Las células se encontraban a baja

confluencia, pero el estado general era bueno a pesar de encontrarse células redondas,
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Figura 16: Izquierda transfeccion hecha a confluencia 30%. Derecha transfeccion hecha al 80%

de confluencia.

Las primeras transfecciones con RGECO (de la segunda purificacion) daban muy
baja eficiencia, encontrdndose muy pocas células fluorescentes por campo. Luego, se
comenzo a transfectar a confluencias mas altas y se obtuvieron mejores resultados (Figura
16). Se decidid transfectar a confluencia entre 50% y 60% para poder dar el tiempo suficiente
a las células para que expresen la proteina reportera (24 a 48 hs) y que a la hora de

experimentar no estuviesen demasiado confluentes.
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PASO 3: APERTURA DE LOS CANALES NICOTINICOS CON NICOTINA.

e Ensayo nicotina

Figura 17: Células antes y después de la aplicacion de nicotina. (Para ver

secuencia completa referirse al video nimero 1 en CD adjunto).

209 539

Count: 3228 Min: 299 Count: 1086 Min: 539

Mean: 414,835 Max: 564 Mean: 823.108 Max: 1082
StdDev: 43.121 Mode: 405 (54) StdDev: 100.108 Mode: 833 (17)
Bins: 256 Bin Width: 1.035 Bins: 256 Bin Width: 2.160

Figura 18: Histograma de una célula antes y después de la

aplicacion de nicotina.

El cambio en la fluorescencia se cuantifica del siguiente modo (sin tener en cuenta

el photobleaching en el mismo periodo):
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Sea F la intensidad de fluorescencia medida en una célula después de cierto
tratamiento. Sea Fb la fluorescencia del "backgound™ (fondo sin RGECO).

Por otro lado, sea FO la intensidad en esa misma célula antes del tratamiento, y FOb
su “background” correspondiente, entonces podemos decir que: el cambio en fluorescencia
debida al tratamiento (AF/F0) = (F - Fb) / (Fo - Fob). Estos valores se encuentran en el item
“Mean” del histograma; en la figura 18 se puede encontrar Fo y F.

En este ensayo se observo un aumento de fluorescencia (AF/Fo) = 2,7 veces producto
de la apertura de los canales nicotinicos musculares de las CHO-K1/A5 e ingreso de iones
Ca?* provenientes de la solucion aplicada al medio extracelular.

También se vio que el photobleaching del reporter fluorescente era alto y que se
debia trabajar rapido para que la fluorescencia no decayera al punto de constituir un “artifact”
apreciable. Se tomd la precaucion para los siguientes ensayos de disminuir al minimo la

exposicion de las células a la luz de la lampara de mercurio para evitar este problema.

= Control negativo aumento de la fluorescencia

Figura 19: Antes y después de la aplicacion de nicotina sin Ca®* extracelular.

La celula en el extremo inferior derecho se pierde por culpa del flujo generado al
aplicar la solucién con nicotina. (Para ver secuencia completa referirse al video 2 en
CD adjunto).
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Posee un AF/Fo= 0,97 veces

De acuerdo al valor arrojado por el AF/Fo, sin calcio extracelular no hay aumento
de la fluorescencia. Esto se debe a que, a pesar de que los canales se abrieron, no hubo flujo

de iones calcio que se unieran a RGECO.

PASO 4: BUSQUEDA DE LA CONCENTRACION MINIMA DE NICOTINA
SUFICIENTE PARA CAUSAR UN AUMENTO EN LA FLUORESCENCIA.
Concentraciéon 100 uM

Figura 20: Antes y después de la aplicacion de nicotina a concentracion 100 uM. (Para

ver secuencia completa referirse al video 3 en CD adjunto).

Posee un AF/Fo= 2,2 veces
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Concentracion 20 uM

Figura 21: Antes y después de la aplicacion de nicotina a concentracion 20 uM. (Para

ver secuencia completa referirse al video 4 en CD adjunto).

Posee un AF/Fo= 2,5 veces
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Concentracion 10 uM

Figura 22: Antes y después de la aplicacion de nicotina a concentracion 10 pM. (Para
ver secuencia completa referirse al video 5 en CD adjunto).

Posee un AF/Fo= 1,08 veces

Concentracion 4 pM

Figura 23: Antes y después de la aplicacion de nicotina a concentracion 4 uM. (Para ver secuencia

completa referirse al video 6 en CD adjunto).

Posee un AF/Fo= 0,99 veces
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Viendo los AF/Fo se puede ver que la minima concentracion de nicotina que logra
un aumento de la fluorescencia, producto de la apertura los canales nicotinicos y paso de

calcio, es 20 uM.
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PASO 5: APERTURA DE LOS CANALES NICOTINICOS CON NICOTINA
ENJAULADA.

=  Ensayo 1 apertura de los canales nicotinicos con nicotina enjaulada

Figura 24: Arriba foto previa a la fotélisis. En medio foto
justo despues de la aplicacion de luz. Abajo luego de 2 min

de aplicada la luz
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Figura 25: Cabio en la fluorescencia vs tiempo

En la figura 25 podemos ver un paulatino aumento de la sefial fluorescente. De
acuerdo a la bibliografia y como muestra la figura 11, podemos considerar que este aumento
se debe a una fotdlisis lenta producto de la baja eficiencia de fotdlisis de la luz verde emitida
por la lampara de mercurio. Con este ensayo deducimos que, para observar un pico de
fluorescencia similar al encontrado con la nicotina, es necesario un pulso de luz fuerte y

corto.
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=  Ensayo 2 apertura de los canales nicotinicos con nicotina enjaulada

Figura 26: Antes de la aplicacion de luz, durante la aplicacion de luz y después de la aplicacion de

luz. (Para ver secuencia completa referirse al video 7 en CD adjunto).
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Figura 27: Aumento de la fluorescencia sobre la fluorescencia basal,

respecto del tiempo.
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Como se puede ver en la figura 27, luego de la aplicacion de luz se ve un aumento
de la fluorescencia de RGECO debido al ingreso de calcio a las células por la apertura de los

canales nicotinicos.

= Control negativo de la jaula

Figura 28: Antes de la aplicacion de luz, durante la aplicacion de luz y después de la aplicacion de

luz. (Para ver secuencia completa referirse al video 8 en CD adjunto).

Posee un AF/Fo= 0,97

No se observé variacion de la fluorescencia al aplicar la jaula. Con esto se puede
asumir que el enjaulado no afecta el normal funcionamiento del canal.

Con este ensayo queda validada la hip6tesis demostrando que, al aplicar nicotina

enjaulada y luz, la nicotina se fotolibera y provoca la apertura de los canales nicotinicos.
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Discusion de resultados

Con el ensayo 1 de apertura de los canales nicotinicos con nicotina enjaulada
pudimos observar una fotolisis lenta producto de la luz verde emitida por la lampara de
mercurio. Esta fotolisis es producto de que la probabilidad de que un foton sea absorbido por
RGECO, en vez de por RuBiNico, a 532 nm es de tan solo 6 a 7 veces més. Esto se podria
solucionar para proximos experimentos utilizando luz a 580 590 nm donde la probabilidad
de que RGECO absorba un foton es mucho mayor y la absorbancia de RuBiNico mucho

menor.

Por otro lado, en la figura 27 luego de la aplicacién de los pulsos de luz se puede
observar un pico de fluorescencia. Sin embargo, estos picos son pequefios y consideramos
que no se encuentran completos. Puede verse en los videos que el aumento de fluorescencia
al aplicar nicotina no es abrupto. Probablemente esto dependa del tiempo difusional de la
nicotina en el medio extracelular, sumado al tiempo de mezcla de fluidos, al reemplazar uno
con nicotina por el que bafiaba a las células, sin nicotina. Cuando aplicamos nicotina
enjaulada y esperamos unos segundos antes de irradiar, estamos permitiendo que los fluidos
se mezclen, quitando uno de los factores que dictan el "rise time" (pendiente ascendente) del
aumento de sefial de GECO. Sélo queda el componente rapido, difusional, permitiendo ver
una latencia muy corta entre la fotoliberacion y la respuesta de GECO.

Para mejorar este ensayo y ver el pico de fluorescencia completo se deberia aplicar
luz por menos tiempo (1 s). También, se necesitaria conseguir un tiempo entre fotos de como
maximo 1 s; actualmente esto no se pudo lograr por una limitacion de la velocidad de
Windows, pero se estd intentando solucionar cambiando el sistema operativo de la

computadora que controla la cAmara.

Mi proyecto de doctorado incluye continuar con este trabajo, mejorando la
velocidad de captura de imagenes, utilizando un laser para demostrar la precision espacial
que posee esta técnica, y utilizar la combinacion de tecnologias para responder preguntas

biologicas.
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Se podria utilizar esta técnica para hacer delivery de drogas solo en lugares
afectados. Como, por ejemplo, en zonas del cerebro dafiadas, donde actualmente se usan
técnicas que involucran aplicar droga en todo el individuo trayendo aparejados mdultiples
efectos secundarios. También, dentro de esta linea se podria utilizar para delivery de droga a

tumores.

Otra aplicacion podria ser activar receptores especificos en células que no estén
funcionando correctamente, sin tener que activar todos los receptores del cuerpo como

pasaria al agregar una droga generalizada.

Se sabe que, en modelo de zebrafish, exponer embriones a nicotina altera el ruteo
de axones motores. ;Se trata de un efecto de la nicotina en el soma? o ;se trata de interaccion
entre nicotina y los conos de crecimiento axonal? Esta técnica permite aplicar nicotina en

una u otra parte de la neurona, y disecar el target molecular.
Conclusion

En este trabajo se logro ver el ingreso de Ca?*, evocado por la aplicacion de nicotina
tanto libre como enjaulada. Con estos resultados se ve el potencial de la combinacion de las
técnicas optogenéticas y la tecnologia de compuestos enjaulados. La facilidad con la que se
pueden manipular (utilizando compuestos enjaulados) o medir variables fisioldgicas
(utilizando optogenética) acelera mucho el proceso de captura de datos. El analisis de la
informacion se hace mediante algoritmos de analisis de imagenes, que también ha tenido

amplio desarrollo en los Gltimos afios.

Usando estas dos tecnologias juntas, se facilita el trabajo a la hora de realizar
ensayos que requieran precision nanométrica y aislacion mecénica. Ademas, la técnica
permite (utilizando laseres) direccionar luz hacia un punto especifico, con lo cual se podrian
activar solo los canales de la célula a la cual se ilumina, sin activar los canales de las células
vecinas. Esto permite otra forma de pensar los tejidos, mas como un conjunto de células
individuales con variaciones estocéasticas que como una poblacién homogénea de células

idénticas.
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ANEXOS

ANEXO | — Composicién medios de cultivo y soluciones.

LB para el crecimiento de bacterias:
e 10g Triptona
e 5 g Extracto de levadura
e 10g NaCl

e Agua bidestilada hasta completar volumen final de 1 litro.

Solucion alta en Ca?*:
e Lasolucion de Ca?* fue preparada a partir de una solucion de CaCl (Cloruro de calcio)
2M disuelto en HBSS.

Solucién nicotina:
e Lasolucién de nicotina fue preparada con tartrato de nicotina diluido en la solucion
alta en calcio (a menos que diga lo contrario). Peso molecular tartarato de calcio:
188,15 g/mol

Pagina 44 de 51



MEDICION EN CELULAS DE CORRIENTES IONICAS EVOCADAS POR

FOTOLIBERACION DE COMPUESTOS ENJAULADOS  Sirvan, Ana Laura

ANEXO |1 — Mapa plésmidos RGECO y GCaMP 6.
e Mapa RGECO

(6742) Sspl Spel (18)
SnaBI (359)

(6537) XmnI

(6418). Scal

(6160) FspI

(5999) Bsal

Aarl (1224)

Mrel (1311)

Xbal (1623)
EcoRI (1719)
Acc65I (1735)
Kpnl-{1739)
TspMI - Xmal (1746)
Smal’(1748)
Agel (1756)
AfIII (1789)
Nhel (1858)
BmtI (1862)
BmgBI (1942)
Eco53kI (1994)
Sacl (1996)
BbvCI - Bpul0I (2052)
Pvull (2133)

Alel (2197)
Xcml (2241)

pCA G-jRGECO1a-WPRE
6857 bp

(5153) DrdI

(4813) BsmI

(4752) Psil
(4712) AvrIl

(4665) Sil

BstEIT (2436)

(4341) HindIII
SbfI (2636)
Mlul (2731)
\
(3877) Bl . b
(3856) BStXI \ Nrul (2990)
(3779 .. 3811) Fragment.REV i Hpal (3080)
(3807) Bsu361I Fragment.FOR (3181 ., 3223)

NoOtI (3183)

Pagina 45 de 51




MEDICION EN CELULAS DE CORRIENTES IONICAS EVOCADAS POR
FOTOLIBERACION DE COMPUESTOS ENJAULADOS  Sirvan, Ana Laura

e Mapa GCaMP6

(1) SgrDI (sa)
(7260) Sspl Spel (32)

Ndel (267)
SnaBI'(373)

(6936) 'Scal )

(6826) Pvul

(6678) FspI

(6456) AhdI

Aarl (1239)
Mrel - SgrAl (1327)

AbsI (1744)
Bsu361I (1760)
BglIII (1830)

(Kozak)
Nhel (1876)
BmtI (1880)
saB1* (1931)
BmgBI (1960)
Eco53kI (2012)
Sacl (2014)

(5566) AIIII - Pcil _033_pCAG-GCaMP6s
7376 bp

(5187) BstZ171 Bpul0I (2179)
(5135) BsmI
Acc651 (2296)
KpnI (2300)

(4688) BsmBI

(4430) BStEIL
(4412) RsrII
(4347) Smal

(4345) TsSpMI - Xmal

(4338) PIFI - Tth11i1l Hpal (3095)
(4272) AvrIl BspDI - Clal (3137)
NotI (3157)
Pmel (3224)

BbsI (3435)

PstI (2894)

PmiI (3069)
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ANEXO |11 — Preparacion células electrocompetentes

1.

Crecer un cultivo over night de células E. coli en medio LB hasta una densidad optica
de 600 nm (0.8)

Retirar el medio centrifugando a 5000 rpm 4°C por 10 minutos

Lavar resuspendiendo en 500 ml de glicerol 10% enfriado en hielo y centrifugar
nuevamente a 5000 rpm 4°C por 15 minutos.

Volver a lavar realizando el mismo protocolo que en el punto 3.

Resuspender en glicerol 10% (volumen total 2 ml).

Guardar a -80 °C hasta el momento de la electroporacion.

ANEXO IV - Protocolo de electroporacion

Se utilizé 1 ng de DNA, 500 V y 8 ms de longitud del puso.

ANEXO V — Protocolo de sembrado

o b 0w DN

7.
8.
9.

Retirar el medio de la botella.

Lavar 2 veces la botella con 3 ml de PBS 1X.

Agregar 3 ml de PBS 1X 'y 300 pl de Tripsina.

Colocar la placa en estufa a 37°C durante 5 min.

Una vez transcurrido el tiempo observar en microscopio que las células se hayan
despegado.

Con una pipeta de 1000 homogeneizar el PBS con tripsina para eliminar posibles
cumulos de células.

Retirar con una pipeta de 1000 el contenido y colocar en Eppendorfs de 1,5 ml.
Centrifugar durante 40 segundos a 10000 RPM.

Retirar el sobrenadante.

10. Agregar 1 ml de medio con suero a cada Eppendorf y homogeneizar con pipeta.

11. Repetir pasos 8 y 10.

12. Tomar 15ul y cuantificar en cdmara de Neubauer.

13. Sembrar en vidrios la cantidad de células requeridas.
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ANEXO VI - Protocolo lipofectamina 2000

1.
2.

3
4.
5
6

Cultivar células a confluencia entre 50% - 60%.

Diluir 3 pl de lipofectamina 2000 en 50 pl de medio HAM’S F12 sin suero fetal
bovino en un Eppendorf de 1,5 ml.

Diluir 1 pg de DNA en 50 pl de medio HAM’S F12 sin SFB.

Mezclar el contenido del Eppendorf del paso 2 con el del paso 3.

Esperar 5 minutos sin moverlo.

. Sembrar 50 pl por well, no pipetear arriba y abajo.

El protocolo es para 2 wells de una placa multiwell de 24 wells, pueden ser multiplicadas

sus cantidades para mayor cantidad de wells.
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