aaaaaaaaaaaaaa

u.'.l'l-' .o
a8 S M0
IR ZTF-FCT
A %°s°  Zientzia eta Teknologia Fakultatea
o e l oo T )
e @ ) Facultad de Ciencia y Tecnologia
o ® ovge®

M ALTI LY M
Universidad Euskal Herriko ool
del Pais Vasco  Unibertsitatea

Trabajo Fin de Grado

Grado en Bioquimica y Biologia Molecular

Estudio de la homodimerizacion del dominio PH
de la quinasa PDK1 por espectroscopia por
correlacion de la emision fluorescente (FCS)

Autor/a:

Sandra Garcia Rey
Director/a:

Jose Requejo Isidro

Leioqd, 1 de Septiembre de 2015



INDICE
1. INTRODUCCION ......oooiiieeeeeceese sttt 1
1.1. MOtIVACION Y ODJELIVOS ..ottt e 1
1.2. ProteiNa PDKL.......c.oiiieiec ettt sttt sttt s ra e sbeeae s 2
I R o [0 ToT =TT ot=T o [o] T SRR 2
I O ST 3
T O O ST PR PR 5
2. METODOLOGIA. ..ottt 6
2.1, USO U FCS... ettt e e e e ne e 6
2.2. Disefio del eXPeriMENtO.........ccoviiiiiiiiieee e 6
2.3, EXPEIIMENTOS ...eovieiieeie ettt ettt et sra e re e reeane e 7
3. RESULTADOS ... oottt bbbt bbbt b nneas 8
3.1. Calibracion del VOIUMEN .......cc.ooiiiiiie e 8
3.2. Régimen de potencias y efectos fotofiSiCoS .......ccovvveiiiiiiiiciciec 9
3.3. Comparacion de GFP Y GFP-PH ........ccccooiiiiiiirineeere e 9
KR O] 11 {0 1 SRS SRS 10
3.4.1. Control positivo: Cherry-L-GFP .........cccccoveviiiiiicie e 10
3.4.2. Control negativo: GFP + RFP-PH........ccccooiiiiiirceceee e 10
3.5. Interaccion GFP-PH + RFP-PH ........cccoiiiiii e 11
3.6. Incertidumbre en 1as Medidas..........ccvevvreiieieiieiie e 12
B, DISCUSION .....oooiiitiiesieieie sttt 12
5. CONCLUSIONES ......oot ettt nennenreenis 13

B. BIBLIOGRAFTA ....oo oo oo e et e oot e e e es e e e e ees e 14



1. INTRODUCCION
1.1. MOTIVACION Y OBJETIVOS

PDK1 (3-phosphoinositide dependent protein kinase-1) es la segunda proteina de la via
de sefalizacion PI3K (phosphoinositide-3-kinase) y se encuentra desregulada en un
porcentaje muy elevado de cénceres (Bayascas, 2010). El objetivo de este trabajo es
comprobar la homodimerizacion del dominio PH de la PDK1 in vitro. Se ha podido
observar in situ mediante FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfer) en células
eucariotas humanas que se produce una interaccién del 30% entre los dominios PH
(Pleckstrin Homology) de la proteina PDK1 (PDK1py) en la membrana celular (Figura
1).

Figura 1. Experimento de FRET realizado en células eucariotas humanas de cancer de mama SKRB-3 en el
que se ha estudiado la homodimerizacion del dominio PH de la quinasa PDK1. El rojo indica FRET maximo
mientras que el azul indica FRET minimo, por lo que observamos interaccién de PDK1p1 en membrana.

Conocemos la estructura de la PDK1 y del dominio PH por separado (Requejo-Isidro et
al. 2014), por lo que se puede intentar comprender la regulacion de PDK1 por
homodimerizacion de dichos dominios. Sabemos que el dominio PH tiene afinidad
especifica por PtdIns(3,4,5)P; (phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphate) y PtdSer
(phosphatidylserine) (Lemmon, 2008). Esperamos que se produzca una interaccion
molecular entre dichos dominios aunque la interaccién observada también puede
deberse a la proximidad entre ellos, ya que tras la estimulacién se genera
PtdIns(3,4,5)P3 en una concentracion localmente elevada y atrae a PDK1pp.

Con el objetivo de comprobar la interaccion PDK1py- PDK1py, Se va a estimar su Kd.
Para ello utilizamos una técnica basada en fluorescencia conocida como espectroscopia
de correlacion por fluorescencia (FCS, Fluorescence Correlation Spectroscopy) y su
derivada la espectroscopia de correlacion cruzada por fluorescencia (FCCS,
Fluorescence Cross-Correlation Spectroscopy) que nos va a permitir determinar si, entre
los dominios PH de la PDK1, se produce una interaccion molecular o si la interaccion
que se ha observado por FRET se debe Unicamente a la proximidad de los mismos. Este
trabajo se enmarca en una investigacion mas amplia sobre el cancer y las dianas
moleculares que se pueden usar para hacerle frente.



1.2. PROTEINA PDK1

La PDKL1 es un enzima perteneciente a la familia AGC de proteinas quinasas. Este tipo
de proteinas son enzimas reguladores importantes que modifican las propiedades de
diversos sustratos actuando sobre sus grupos fosfato de los aminoacidos Ser, Thr o Tyr
(Komander y Alessi, 2010).

Debido a la gran variedad de procesos celulares que controlan estas quinasas, es
inevitable que su desregulacion tenga serias consecuencias, como es el cancer. Diversas
mutaciones en oncogenes 0 supresores de tumores conllevan la sobreactivacion de la
ruta PI3K y/o ERK (extracellular signal-regulated kinase), estimulando por tanto la
activacion de quinasas como la PKB (protein kinase B) o S6K (S6 kinase), entre otras.
Estas, a su vez, promueven la tumorigénesis fosforilando sustratos involucrados en rutas
apoptoticas y en el ciclo celular o factores de transcripcion FOXO, que previenen la
trascripcién de genes que inhiben la apoptosis asi como genes que inducen la detencién
del ciclo celular (Komander y Alessi 2010).

La PDK1 fosforila residuos de Ser/Thr en el segmento de activacion de 23 quinasas
AGC (Komander y Alessi 2010). Es una proteina activa constitutivamente que se
encuentra repartida por toda la célula. La localizacidon genética del gen que la codifica
es 16p13.3 y produce una proteina citosélica de 556 aminoacidos constituida por un
dominio N-terminal con actividad Ser/Thr kinasa y un dominio PH C-terminal que
interacciona de  forma  especifica con  PtdIns(3,4,5)P;,  PtdIns(3,4)P;
(phosphatidylinositol-3,4-bisphosphate) y PtdSer en la membrana. La activacion de
PDK1 se produce mediante la fosforilacion de dos residuos localizados en el T-loop o
loop de activacion en el dominio catalitico y en el motivo hidrofébico en el extremo C-
terminal del dominio quinasa, respectivamente. Es necesario que se produzca la
fosforilacion de ambos motivos para que la actividad catalitica sea maxima (Bayascas,
2010).

Los dominios PH interaccionan con PtdIns(3,4,5)P; y PtdIns(3,4)P, presentes en la
membrana celular. Los dominios PH que, tras la estimulaciéon de la PDK1, no pueden
unirse a estas moléculas, se localizan en el citosol mayormente; pero sufren una
relocalizacion a la membrana plasmatica tras la activacion dependiente de sefial de la
PI3K (Lemmon, 2008).

1.3. FLUORESCENCIA

La fluorescencia es un proceso fotofisico que se produce entre diferentes niveles
moleculares de energia. Consiste en la emisién de un fotdn tras la relajacion de las
moléculas desde un estado elevado de energia hasta uno de menor energia. La emision
fluorescente se caracteriza por tener menos energia que la longitud de onda con la que
se ha excitado la molécula, por lo que la emision es de una longitud de onda mayor
(Jameson, Croney y Moens, 2003).



En la Figura 2 se muestran los espectros de emision y absorcion de los fluoroforos
utilizados en este trabajo.
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Figura 2. Espectros de emision y excitacion de los fluoréforos GFP y RFP. La linea discontinua hace referencia
al espectro de emision mientras que la raya continua lo hace al de excitacion. Se puede observar que la longitud de
onda de emision de cada fluoréforo es mayor que la de excitacidn, lo cual es indicativo de una menor energia.

1.4. FCS

Para determinar si los dominios PH interaccionan estudiaremos su difusion. Hay que
tener en cuenta que la difusion de las particulas varia en funcion de su radio
hidrodinamico (r), viscosidad del medio () y temperatura (T) segln la ecuacién de
Stokes-Einstein:

D kT
6 1)

FCS es una técnica experimental con sensibilidad de molécula Gnica con la que se
estudian fluctuaciones en la intensidad de fluorescencia en un volumen de deteccién
determinado. La sefial de fluorescencia varia debido a cambios en el nimero o
intensidad de los fluoréforos en el volumen de deteccion y por el movimiento de las
particulas dentro del volumen focal ademas de procesos fotofisicos. Esta técnica se
puede usar para medir coeficientes de difusidn, concentracion de fluoréforos, tamafio de
particulas, reacciones quimicas, cambios conformacionales y procesos de union. Todo
esto hace que FCS sea una técnica apropiada para estudiar procesos dindmicos.

FCS se basa es el analisis de correlacion temporal de la intensidad de fluorescencia
detectada en el volumen focal, herramienta matematica que permite comparar la sefial
obtenida y medida en diferentes tiempos. A partir de la fluorescencia detectada, se
puede inferir la curva de correlacion (G(t)) (Ries y Schwille, 2008):
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donde F(t) es la intensidad de la fluorescencia 6F(t) = F(t)-[ F(t)], T es el tiempo en el
que se calcula la correlacion. Posteriormente, dicha curva se ajusta a un modelo
matematico que tenga en cuenta las caracteristicas del sistema, como la forma y tamafio
del volumen de deteccidn, el brillo de las moléculas del fluor6foro y su concentracion
en funcion de la posicion y tiempo (Garcia-Saez y Schwille, 2008). En este caso, se ha
usado un modelo 3D de difusion browniana:
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La amplitud de la curva de correlacion viene dada por G(0), un parametro que
proporciona informacién acerca de la concentracion e intensidad de brillo las moléculas
de fluordéforos del sistema. Tal y como se muestra en la Ecuacién (4), G(0) es
inversamente proporcional al numero de moléculas del volumen de deteccion (N) vy,
sabiendo el volumen de la region de observacion (Ves), se puede medir la concentracion
(C) de la muestra (Elson, 2011). Un aumento en la cantidad de moléculas conlleva un
aumento de la fluorescencia, lo cual se ve reflejado en un G(0) menor (Haustein y
Schwille, 2004).
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Se utiliza la microscopia confocal (Figura 3) para realizar los experimentos de FCS. La
radiacion de excitacion proveniente de un laser incide directamente sobre la muestra tras
atravesar un espejo dicroico. Tras ser excitadas, los fotones emitidos por las moléculas
de la muestra son recogidos por el mismo objetivo y, a través del espejo dicroico y
diversos filtros que delimitan la longitud de onda que se va a recoger, llegan al detector,
que tienen sensibilidad para registrar fotones individuales. Todo el proceso se controla
desde un ordenador. Una de las caracteristicas de este tipo de microscopios es la
presencia del pinhole, que bloquea toda radiacion fluorescente que no proviene de la
muestra y que es, por tanto, ruido (Petrov y Schwille, 2008).

En FCS el nimero de moléculas que pasan por el volumen focal tiene que ser lo
suficientemente pequefio como para que cada una de ellas contribuya de forma
substancial a la sefial medida. Es importante destacar que el volumen de deteccion es de
fL, lo cual hace que las concentraciones optimas de muestra sean del orden de nM.



—
_,—/
B

—>| TCsPC cArD ’
SPC-830
PINHCLE e o
. [ cwasers
SPECIMEN ]

MICROSCOPE / AOTF
/ CONFOCALH:ZAD AUBS

 J

——

Figura 3. Esquema del microscopio confocal de FCS que se ha utilizado. Tras seleccionar el laser con el que se
va a excitar la muestra, la radiacién incide en la misma a través del objetivo. La luz fluorescente emitida por la
muestra es recogida por el mismo objetivo y se dirige hacia los detectores PMT (Photo MultiPlyer) o APD
(Avalanche Photo Diode) a través de un espejo dicroico, que dirige la luz hacia uno u otro detector en funcién de su
posicion.

Para conseguir que el laser incida de forma especifica en la muestra y recoger la
maxima cantidad de luz fluorescente posible, se requiere un objetivo que tenga una
amplia apertura numérica (Petrov y Schwille, 2008). Cabe destacar que, segun aumenta
la masa de las particulas, el tiempo de residencia de las moléculas en el volumen focal
aumenta y, por tanto, también su tiempo de difusion. Esto se ve reflejado en la curva de
autocorrelacion por un desplazamiento de la curva hacia la derecha.

1.5. FCCS

Una variante de FCS es FCCS que permite medir de forma simultanea una sefial
proveniente de dos fluor6foros. Dos moléculas fluorescentes diferentes son excitadas
con laseres independientes y la luz emitida por las moléculas presentes en el volumen
focal es dividida en dos haces que son dirigidas cada una a un detector, cada uno de los
cuales detecta la emision de un fluordforo. Unicamente si las dos especies interactian y
difunden juntas por el volumen de deteccién, se produce una correlacion entre las dos
sefiales dando lugar a una correlacion cruzada (Ries y Schwille, 2008). En este caso, lo
gue se obtiene es una curva de correlacion cruzada a partir de la cual es posible
determinar la fraccion de fluoroforos de cada tipo que estan interaccionando.



2. METODOLOGIA
2.1. USO DE FCS

Existen diversas técnicas para estudiar la interaccion entre proteinas, como RMN
(Resonancia Magnética Nuclear), difraccion de rayos X, FRET, FCS,
coinmunoprecipitacion o cocristalizacion (Sujini et al, 2014). Sin embargo, la
coinmunoprecipitacion solo es efectiva cuando la interaccion entre las proteinas es
fuerte; ademas, pueden surgir falsos positivos. Otra posibilidad es cocristalizar las
proteinas de interés, pero no se puede asegurar que ambas proteinas se cristalicen en su
configuracién optima. Ocurre lo mismo con la difraccion de rayos X, que ademas es una
técnica muy compleja y requiere mucho tiempo de estudio. EI uso de RMN es una
alternativa para estudiar interacciones proteicas, aunque supone un elevado coste y
precisa mucho tiempo de estudio y, ademads, se requieren grandes cantidades de
proteina. También podemos usar FRET, pero requiere que los fluoréforos tengan una
orientacion y distancia (10-100 A) adecuada para que se pueda producir la transferencia
de energia entre ambos, de forma que si las proteinas a considerar son grandes e
interaccionan, no se observa sefial positiva.

El uso de FCS junto con la microscopia confocal permite realizar medidas de difusion,
dinamica molecular, interaccion y agregacion tanto en membrana como en disolucion.
El parametro que se mide es la fluctuacion de la fluorescencia, lo que permite realizar
estudios fisicos, bioldgicos y quimicos. Ademas, FCS tiene una alta resolucion espacial
y temporal, tiempos de analisis cortos, requiere poca cantidad de proteina y tiene una
sefial de ruido baja (Martinez y Pappas, Tian, 2011). Sin embargo, los fluoréforos
pueden blanquear si el laser es demasiado potente 0 permanecen excitados durante
demasiado tiempo y es necesario enfocar bien el volumen de deteccion para evitar que
las medidas generen una sefial mayor de la que realmente es (Ries y Schwille, 2008).
Una vez consideradas las técnicas disponibles, hemos decidido que FCS (y FCCS) es la
técnica mas adecuada para realizar los experimentos detallados en este trabajo.

2.2. DISENO DEL EXPERIMENTO

Asumimos que las proteinas que vamos a usar son esféricas, por lo que su radio
hidrodinamico varia con la masa al cubo. Por tanto, se puede hablar de forma indistinta
de tamario y peso.

Inicialmente, es necesario calibrar el volumen focal que se esta midiendo ya que éste
varia en funcién del grosor del cubre, que se corrige 6pticamente. De esta forma, los
experimentos realizados en diferentes dias son comparables porque las medidas se estan
realizando en el mismo volumen focal en todos los casos. Usamos un objetivo x63 que
tiene una apertura numerica de 1,2. Trabajamos con dos longitudes de onda, 488 nm y
543 nm, para recoger la luz fluorescente verde y roja, respectivamente, emitida por las
muestras. Para calibrar el volumen de deteccion, usamos dos sondas cuyo coeficiente de
difusion es conocido; la sonda Alexa488 para 488 nm y la sonda Alexa543 para 543



nm. La fluorescencia de emision se ha recogido en filtros de 500-530 nm en el caso de
488 nm de 607-683 en el caso de 543 nm.

Una vez calibrado el volumen, se analizan las muestras proteicas. Para ello, realizamos
un estudio del efecto de la potencia para determinar cual es la que produce menos
efectos fotofisicos. Ademas, fijamos un control negativo y otro positivo para poder
compararlos con el resultado del experimento de interés y poder Ilegar a una conclusion.

Las proteinas se almacenan a -80°C vy, una vez descongeladas, se guardan en el
frigorifico a +4 °C. Las sondas Alexa, por el contrario, se mantienen a -20°C. Ademas,
es necesario tener las proteinas y las sondas Alexa en hielo y tapadas mientras no se esté
realizando FCS sobre ellas para evitar que les incida la luz y que no se dafien ni
estropeen por cambios de temperatura. Las diluciones de las sondas Alexa se realizan en
agua miliQ mientras que las diluciones de las proteinas fluorescentes se realizan en
buffer Superdex. Para analizar los datos y obtener las curvas de correlacion y los
parametros de difusion, wo y zo (distancias del centro del volumen de deteccion en la
direccion radial y perpendicular, respectivamente) utilizamos el programa informatico
OriginPro 8.1.

2.3. EXPERIMENTOS

Trabajamos con las proteinas recombinantes GFP, GFP-PH, RFP-PH y Cherry-L-GFP.
Conociendo la concentracion y el peso de cada especie (Cherry-L-GFP 54 kDa, GFP-
PH 100 kDa, RFP-PH 100 kDa, GFP 17 kDa) realizamos varias disoluciones entre 40-
320 nM y conseguimos asi, al igual que en la calibracion del volumen, detectar la
difusion de una sola molécula. En el caso de GFP-PH + RFP-PH, se mezcla el mismo
volumen de las diluciones 160 nM de cada una de las especies hasta conseguir una
mezcla en la que cada dominio PH unido a su fluoroforo esté a 80 nM. Se realizan
medidas de FCS de 5 minutos cada una para registrar suficientes fotones utilizando el
laser de 488 nm o el de 543 nm y medidas de FCCS utilizando los dos laseres de forma
simultanea y los dos canales para recoger los datos.

El primer experimento que realizamos es un estudio de potencias en el que se excita la
muestra de GFP y RFP con potencias del 20%, 40%,, 60% y 80% de los dos laseres
para determinar cual es la mas apropiada para trabajar con ella en el resto de
experimentos. Posteriormente, determinamos el porcentaje de la luz verde fluorescente
emitida por la GFP que es recogida por el segundo canal para poder determinar como
influye la luz verde en las medidas del laser rojo. Para ello, se excita la proteina con una
radiacion de 543 nm y recogemos los datos en el segundo canal. Por ultimo,
determinamos la difusion de cada una de las proteinas recombinantes y de GFP-PH +
RFP-PH vy se observa si se produce FCCS.

Una vez realizados los experimentos, analizamos los resultados fijando los parametros
®0 Yy zo determinados previamente para cada laser que definen el volumen focal para



cada longitud de onda y, mediante la ecuacion (3), se obtiene el coeficiente de difusion
de cada especie.

3. RESULTADOS
3.1. CALIBRACION DEL VOLUMEN

Para determinar coeficientes de difusion (D), se requiere conocer el volumen de
deteccion en el que se mide dicha difusion. Uno de los métodos més habituales para
calibrar el volumen es realizar medidas relativas utilizando moléculas fluorescentes de
las que se conoce su D. Utilizamos las sondas Alexa488 y Alexa594 cuyos coeficientes
de difusién son 430 um?/s y 370 um?/s, respectivamente (Petrov y Schwille, 2008).
Recogemos la luz fluorescente en dos canales; el primero detecta la luz verde emitida
mientras que el segundo detecta la roja. En este caso, los datos se recogen en un solo
canal: se utiliza el primero para Alexa488 y el segundo para Alexa594.

Es necesario ajustar el anillo del objetivo del microscopio para 543 nm con el fin de
minimizar aberraciones Opticas. Posteriormente, con el objetivo de detectar la difusion
de una tnica molécula en el volumen focal por cada medida, preparamos tres diluciones
entre 40-150 nM vy realizamos medidas de 3 minutos para cada sonda (Figura 4).
Analizamos los datos fijando la difusién y, ajustando los datos al modelo de la Ecuacién
(3), se obtienen para cada dia los parametros ®o y zo.
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Figura 4. Calibracién del volumen para las sondas Alexad88 y Alexa594. Ambos experimentos se han llevado a
cabo en disolucidn acuosa y utilizando el l&ser de 488 nm y 543 nm, respectivamente, con una potencia del 40%. A.
Calibracion del volumen para la sonda A488. B. Calibracion del volumen para A594.



3.2. REGIMEN DE POTENCIAS Y EFECTOS FOTOFISICOS

Para realizar el resto de experimentos, es necesario establecer la potencia con la que
vamos a usar los laseres. Para ello, observamos el efecto que tienen en la GFP las
potencias del 20%, 40%, 60% y 80% del laser de 488 nm. Tal y como se puede observar
en la Figura 5A, al excitar la muestra con una potencia del 20%, se genera una curva
que presenta mucho ruido pero pocos fotones; por lo que esta curva no es concluyente.
Cuanto mayor sea la potencia que usemos, mayor sera la intensidad de luz que recibe la
muestra y mayor probabilidad de que se produzcan efectos fotofisicos. Por tanto, la
potencia méas adecuada para trabajar es la del 40% ya que va a ser la que menos efectos
fotofisicos genere.

Ademas, estudiamos los efectos fotofisicos en la muestra. En su ausencia, esperariamos
que las curvas fueran iguales para diferentes potencias; sin embargo, como se puede
apreciar en la Figura 5B, a los 10™ segundos las curvas de difusién cambian con la
potencia de excitacion, lo cual es indicativo de efectos fotofisicos. Estos efectos ocurren
muy rapidamente desde que se excita la muestra, por lo es necesario medir la difusion
una vez que éstos se han producido. Es por ello que la difusion la vamos a estudiar a
partir de los 10 psegundos.
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Figura 5. Estudio del efecto de las diferentes potencias y efectos fotofisicos. A. Utilizamos la proteina GFP a
una concentracién de 320 nM y la excitamos con el laser de 488 nm a diferentes potencias. B. Este estudio se ha
realizado con RFP-PH a una concentracion de 160 nM excitando la muestra con el mismo laser de 543 nm pero a
diferentes potencias.

3.3. COMPARACION DE GFP Y GFP-PH

La difusion de las moléculas depende de la masa de las mismas (Ecuacion 1), por lo que
vamos a comparar la difusion de GFP y GFP-PH con el objetivo de ver como afecta el
dominio PH a dicho pardmetro. Ademas, hay que tener en cuenta que la emision de los
fluoréforos depende de su entorno.
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Tras realizar los experimentos de FCS con la proteina GFP y GFP-PH y analizarlos
mediante OriginPro 8.1., determinamos que su difusién es de 154,58 + 4,94 pm%s y
129,5 + 17,5 um?/s, respectivamente. Esta diferencia es razonable porque GFP, al no
tener el dominio PH unido, es mas pequefia (17 kDa) y difunde mas rapidamente que
GFP-PH (100 kDa). La difusion depende de la raiz cubica de la masa, por lo que la
difusion de masas similares es dificil de distinguir.

Cabe destacar que la luz verde emitida por la GFP es detectada en su mayoria a través
del canal 1; pero un 3% de la misma también es detectada por el segundo canal porque
el rango de longitudes de onda en la que recogen luz ambos detectores se solapa. Sin
embargo, debido a su valor, estimamos que apenas va a influir en las medidas.

3.4. CONTROLES
3.4.1. Control positivo: tandem Cherry-L-GFP

Un tandem es una construccion de dos o0 mas moléculas unidas entre ellas. En este caso
analizamos el tdndem Cherry-L-GFP, que consiste en los fluor6foros Cherry y GFP
unidos por un linker flexible de 6 residuos de glicina. Consideramos que Cherry-L-GFP
es el control positivo de FCCS porque, al estar unidas las proteinas fluorescentes,
esperamos que haya correlacién cruzada.

Observando la curva de FCCS (Figura 6A), determinamos que si hay una correlacion
cruzada, lo cual indica que los fluoréforos pasan juntos por el volumen focal. Al ser un
tandem, la concentracion de cada fluoro6foro es la misma, por lo que su G(0) deberia ser
igual. Sin embargo, esto no es asi ya que el G(0) para la GFP (primer canal) es de 0.075
mientras que para Cherry (segundo canal) es de 0.033; se discutira mas adelante.

Cabe destacar que en este caso no estamos trabajando con RFP sino con el fluoréforo
Cherry. Aunque ambos emiten en el mismo rango de longitudes de onda, debido a que
son fluoroforos diferentes, puede haber alguna variacion en los resultados.

3.4.2. Control negativo: GFP + RFP-PH

Como control negativo de FCCS utilizamos GFP + RFP-PH ya que, al no tener el
fluoréforo verde unido el dominio PH, no esperamos una correlaciéon cruzada. Como
podemos observar en la Figura 6B, el G(0) de la curva de FCCS es el mismo que en el
caso del estudio realizado de la intensidad verde detectada por el canal 2, G(0)=0.027.
Esto indica que la ligera intensidad detectada en la correlacion cruzada proviene
exclusivamente de la proteina verde, por lo que no hay correlacion cruzada, tal y como
se esperaba. En caso de que estuviera contribuyendo la RFP y, por tanto, estuvieran
interaccionando los dos dominios PH, la amplitud de la curva de FCCS deberia ser
mayor, y por tanto, el G(0) también seria mayor.
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3.5. INTERACCION GFP-PH + RFP-PH

Para determinar si los dominios PH interaccionan o no, medimos FCCS sobre la mezcla
GFP-PH + RFP-PH y determinamos si los dominios PH unidos a los diferentes
fluoréforos pasan juntos por el volumen focal o no. Observamos una curva de
correlacion cruzada (Figura 7) igual que la del control negativo, por lo que no hay una
interaccion entre los dominios.

Ademaés, hemos determinado la difusion de GFP-PH y RFP-PH. Aungue esperdbamos
que fuera igual para ambas construcciones, hemos obtenido D=129.5 + 17.5 um?/s y
D=158.41 + 10.03 um?/s, respectivamente. Este resultado lo discutiremos mas adelante.
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Figura 6. Curvas de correlacion de FCS y FCCS del tandem Cherry-L-GFP (A) y de GFP + RFP-PH (B). A.
Utilizamos el tdndem Cherry-L-GFP a una concentracion de 160 nM usando los l&seres con una potencia del 40%.
Se puede observar la curva correspondiente a la excitacion a 488 nm (verde), a 543 nm (rojo) y la correlacion
cruzada (negra). B. Se utiliza la mezcla de GFP + RFP-PH, ambos a una concentracién de 80 nM, usando los
laseres con una potencia del 40%. Se puede observar la curva correspondiente a la excitacion a 488 nm (verde), a
543 nm (rojo) y la correlacion cruzada (negra).
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Figura 7. Curvas de correlacion de FCS y FCCS de GFP-PH + RFP-PH. Se utiliza la mezcla de GFP-PH + RFP-
PH, ambos a una concentracion de 80 nM, usando los laseres con una potencia del 40%. Se puede observar la
curva correspondiente a la excitacion a 488 nm (verde), a 543 nm (rojo) y la correlacion cruzada (negra).
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3.6. INCERTIDUMBRE EN LAS MEDIDAS

El origen de la incertidumbre en las medidas es doble; por un lado, tiene que pasar una
unica molécula por el volumen focal. Al pasar pocas moléculas, la incertidumbre es
menor, pero esto supone un numero reducido de cuentas por segundo; es decir, pocos
fotones, lo que aumenta la incertidumbre. Por tanto, lo que interesa es tener un elevado
namero de cuentas por unidad de tiempo con una sola molécula en el volumen focal.
Estadisticamente, esto equivale a realizar medidas durante mas tiempo.

Hemos determinado el error de cada dato medido asi como el del mismo experimento
medido 30 veces. Los errores independientes siguen una distribucion normal que esta
centrada en la media. Para estimarla, se requiere una poblacion minima de 30. Sin
embargo, en este caso, los valores para la difusion de GFP-PH y RFP-PH no llegan a
15, por lo que no se puede asegurar que incertidumbre con respecto a los coeficientes de
difusion siga una distribucion normal. Tal y como podemos observar en la Figura 8 la
distribucion esta sesgada hacia valores mayores, lo cual indica que no son errores
independientes. Observamos que la RFP tiene valores de difusion mayores que la GFP;
esto se debe a que la GFP es més fotoestable, por lo que los efectos fotofisicos de la
RFP son mayores.
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Figura 8. Estudio de la incertidumbre en las medidas del coeficiente de difusion de la GFP-PH y RFP-PH. A.
Incertidumbre de la RFP-PH. B. Incertidumbre de la GFP-PH.
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4. DISCUSION

El objetivo de este trabajo es comprobar la homodimerizacion del dominio PH de la
PDK1 in vitro. Para ello vamos a estimar la kD de la interaccion PDK1py- PDK1py.

Como control negativo utilizamos GFP + RFP-PH; debido a que la GFP no tiene unido
el dominio PH, no esperamos observar una correlacion cruzada. Como control positivo,
usamos el tandem Cherry-L-GFP ya que, al estar ambos fluor6foros en la misma
construccién esperamos que haya correlacion cruzada. Sin embargo, como hemos
comentado en el apartado 3.4.1., el G(0) para la GFP es mayor que el de la RFP; debido

170
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a la relacion inversa que existe entre G(0) y el numero de moléculas, podemos apreciar
que la proteina roja esta presente en mayor concentracion que la verde, lo cual sugiere
que algunas de las proteinas verdes estdn apagadas. Esta diferencia también puede
deberse a que los volimenes focales del l&ser rojo y verde no son el mismo, sino que
estan solapados solo en parte.

Una vez que hemos hecho el estudio de los dos controles, estudiamos la curva FCCS de
GFP-PH + RFP-PH en las mismas condiciones. Observamos que es igual que la del
control negativo, por lo que los dominios PH unidos no presentan una correlacion
cruzada. Esto indica que ambos dominios no interaccionan o que, de hacerlo, no es con
una afinidad del orden de nM, lo cual se debe a una limitacion de la propia técnica de
FCS; que no se pueden determinar afinidades cuya Kd es de diferente orden de
magnitud que la concentracion de las muestras con las que se realizan los experimentos.

Ademas, hemos determinado la difusion de las construcciones GFP-PH y RFP-PH de
forma individual. Esperamos que la difusion de RFP-PH sea similar a la de GFP-PH
porque ambos fluorocromos tienen una masa molecular de 17 kDa. Sin embargo, en
estos experimentos se obtiene que la difusion del fluoréforo rojo es de 158.1 + 10.03
um?/s mientras que la del fluoréforo verde es de 129.5 + 17.5 pm?/s. Esto se debe a que
una pequefia proporcion de moléculas de RFP estdn blanqueando a una potencia del
40%, tal y como podemos observar en el estudio del régimen de potencias, ya que RFP
es menos fotoestable que GFP.

5. CONCLUSIONES

Tras calibrar el volumen focal para los laseres 488 nm y 543 nm y realizar medidas de
FCS y FCCS sobre las muestras, hemos decidido trabajar con una potencia del 40% y
estudiar la difusién a partir de 10 segundos. Posteriormente, hemos realizado FCCS
sobre el tindem Cherry-L-GFP y GFP + RFP-PH, y los hemos usado como control
positivo y control negativo, respectivamente. Finalmente, tras estudiar la interaccion de
GFP-PH + RFP-PH hemos observado gue no hay correlacion cruzada.

Esto puede implicar que los dominios PH estan proximos en la célula pero que no
interaccionan ya que FRET solamente da un resultado positivo si los espectros de
emisién del donador y de excitacién del aceptor se solapan y ambas moléculas
considerando estan a una distancia adecuada. Por otro lado, puede ser que si haya
interaccion pero que sea demasiado débil como para poder medirla por esta técnica
porque una de las limitaciones de FCS es que no puede detectar afinidades cuya Kd sea
de un orden diferente al de la concentracion de la muestra. Por tanto, la afinidad de los
dominios PH tendria que ser, al menos, del orden de pM.

Por tanto, mediante este experimento realizado en disolucién no podemos concretar que
los dominios PH de la PDK1 no interaccionan en membrana, tal y como se habia
observado mediante FRET (Figura 1) previamente a la realizacion de este trabajo; pero
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si podemos concluir que no lo hacen con una alta afinidad (Kd del orden de nM). Con el
objetivo de profundizar en el tema y obtener informacion mas precisa, las futuras
investigaciones se tendrian que centrar en comprobar la afinidad PDK1py mediante
técnicas que permitan medir afinidades diferentes, como FLIM (Fluorescence-Lifetime
Imaging Microscopy). Ademaés, habria que estudiar la homodimerizacion de los
dominios PH en presencia de lipidos asi como de la proteina completa.
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