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¢Por qué utilizamos ovocitos de Aengpus laevis?



Caracteristicas de los ovocitos de Xenopus laevis

« TAMANO Y MANIPULACION: los ovocitos (~1 mm) son grandes y sencillos de
microinyectar, manipular vy visualizar. Esto facilita la introduccion de
ARN/mRNA, DNA o proteinas.

 Completamente equipados con maquinaria de traduccion: el ovocito adulto es
un depdsito de ARNm vy proteinas maternos listos para la embriogénesis
temprana.

» Alta capacidad de expresion: expresan eficientemente proteinas heterdlogas
de membrana, muchas veces con orientacion y procesamiento adecuados para
funcionalidad.

* Bajo “fondo” funcional para muchas proteinas: comparados con células heterdlogas cultivadas, a veces permiten
distinguir mejor la actividad de la proteina expresada (aunque hay corrientes endégenas que conviene controlar).

 Las proteinas multiméricas se ensamblan correctamente: y los parametros biofisicos son comparables a los
obtenidos con diferentes enfoques en el cultivo primario, la linea celular y el entorno de membrana nativo.



oo, ol
2 —

¢.Como podemos utilizar los ovocitos de Xenopus laevis?



Preparacidn de los ovocitos de Xenopus laevis

Design & Clone e * Promotor para la transcripcion in vitro (T7 o SP6).

Template Transcription (VT) | > | 9ocyteinjection

 ColapoliA

e Sitio multiple de clonacion

* Regiones no traducidas (UTRs) optimizadas. Las
UTRs 5’y 3’ deben ser cortas o derivar de
proteinas de Xenopus laevis (habitualmente -
globina), ya que estas secuencias aumentan
significativamente la eficiencia de traduccién en
ovocitos microinyectados.

Colony PCR + Miniprep

Sanger Sequence

\ 4
YO
DNA Digest + Gel + Clean-up. RNA Bleach Gel + Clean-up
W v

MROVOVOVNONON . NNANNANAN pGH19, pAMYV, pO02 y pGem-He-Juel

Protein
Linearized DNA mRNA Expresion

e Sitio de restriccion unico para linearizacion .

* Vectores comunmente utilizados : pGEMHE,




Captacidn o entrada de sustrato

H,O-injected  mRNA-injected
oocytes oocytes

5| Oocytes in
L)
uptake
solution

A\ 30 min incubation

"l Remove
¥o| radioactive
uptake
solution

Mide la entrada de un sustrato especifico (por ejemplo, @
aminoacidos, azucares o vitaminas) en ovocitos que expresan un
transportador heterdlogo, cuantificando cémo el transportador

facilita el movimiento del sustrato a favor de su gradiente.
Wash

Transfer oocytes to
counter vial and dissolve
with 1% SDS

Add scintillation fluid
and count

Transport activity

H,O0 mRNA

MARKOVICH, Daniel. Nature protocols, 2008, vol. 3, no 12, p. 1975-1980.



Eflujo o salida de sustrato

Xenopus laevis Defoliated Micro-injection of

, . F ( RNA or solut
Evalua la salida de un sustrato pre- " oocytes CIRNA or sotute

acumulado desde ovocitos que expresan
transportadores funcionales.

Se pueden utilizar Electrodos selectivos de ion (ISE)
Ejemplos

*Electrodos de Na*

*Electrodos de K*

*Electrodos de CI~ S ¢RNA
ega Feoin
? translation
Protein
localization
Monitor influx or Incubation to allow Oocyte

efflux transport solute transport



Biotinilacion de proteinas de superficie
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Methods in Enzymology 479 (2010): 185-211

Se usa para marcar covalentemente proteinas expuestas en la
superficie del ovocito con biotina, de modo que luego puedan
aislarse o detectarse (p. ej., por Western blot o ensayo de
afinidad), cuantificando quién estd en membrana.



SOC — Single-Oocyte Chemiluminescence

SOC se utiliza para cuantificar proteinas expresadas en la SINGLE OOCYTES
CHEMILUMINESCENCE

membrana plasmatica de oocitos de forma no destructiva, en
oocitos individuales y con alta sensibilidad.

Es ideal para:

*Comparar nivel de expresion en superficie entre condiciones
*Evaluar efectos de mutaciones

*Ensayos semi-high throughput (placas multipocillo)
*Correlacionar expresion en membrana vs funcion (TEVC)

(7 No mide funcién, mide cantidad de proteina en superficie.

Se basa en anticuerpos y una reaccion quimioluminiscente que
es proporcional a la expresion en superficie.




BIFC (Biomolecular Fluorescence Complementation)

. . . . . p LAC1::YFP®| SLAC1::YFP®
BIFC permite visualizar interacciones proteina-— oPK23--YEP'| CPK31:YEP"

proteina in vivo, directamente en oocitos,
indicando:

*si dos proteinas interaccionan

*donde interaccionan (membrana, citosol,
compartimentos)

eefecto de mutaciones sobre la interaccidn CRLEE UL e
(7 Muy potente para canales multimeros, ~
transportadores y complejos reguladores.

YFP:StAC1
CPK23::YFP"

GEIGER, D., et al. Proceedings of the National Academy of Sciences, 2010, vol. 107, no 17, p. 8023-8028.



Monitorizacidn de |a fluorescencia— Calcein y otros fluordforaos

éPara qué sirve?
La monitorizacion fluorescente en oocitos se basa en cargar la célula con un fluoroforo sensible a un parametro fisioldgico
(iones, pH, volumen, voltaje, etc.) y registrar cambios de fluorescencia como lectura indirecta de la actividad de canales o
transportadores.

A MnCI2 FeCl, CoCl, B
M ol_MnCl, FeCl, CoCl,
Fluoréforos mas usados en oocitos y para qué sirven P |7
Calcein: Quenching por metales (Fe?*, Mn?*, Co?*, etc.) ZSnA’ 40/
= Vh: - 40 mV -
. e okl . ’ Ll s
Phen Green SK: Quenching especifico por iones metalicos o
o 1.0 &Y 1.0 1
divalentes N e,
91 0.9 1 TETTeS
Fura-2 / Fluo-4: Ca* intracelular = O w08 Mg,
L 0.7 w-0.7 —-NT w"0.71 —-NT AL
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BFI: Na* intracelular
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MQAE: CI” intracelular (quenching dependiente de CI7) m _ _
IXIX

BOSSI, Elena, et al. Scientific reports, 2016, vol. 6, no 1, p. 22254.



¢&Por qué estudiar proteinas electrogénicas?

Los canales de iones son las puertas eléctricas que controlan casi todas las respuestas de las células vegetales: cdmo crecen,
como perciben el entorno y cdmo se adaptan al estrés.
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Trends in Plant Science



¢Como probar la funcidn de canales o transportadores?



Vol

D TEVC recording experiment
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Voltage clamp- Two Electrode Voltage Clamp

En un experimento TEVC se mide la corriente total de la membrana mientras se modifican el voltaje y/o las soluciones

externas mediante perfusion.
Las corrientes reflejan cambios en el flujo electrogénico de iones.

KAT1, KAT2
AKT1, SPIK

Na K Rb Cs NH, NMDG Li

_____ Li_Na_K Rb Cs NH,NMDG Li_
T ——— T NN
— e /) ,/\‘ 'f K A L
ARRY ‘, |'
100 nA ‘ | |\|
50s | |
/' J — control
»U, U/ — DmHAKS5 inward rectifier weak rectifier outward rectifier open rectifier
HEDRICH, Rainer; ANSCHUTZ, Uta; BECKER, Dirk.. The

plant plasma membrane, 2010, p. 253-274.



Voltage clamp- Patch Clamp

a  Glass pipette

cell-attached* / ; .IeI‘ / (A) AKT 1
¥ inside-out ~ outside-out:
(E) AKT1::GFP FM4-64

WEGNER, Lars H. Handbook of Electroporation.

Springer, Cham, 2016. p. 1-23. HOSY, E., et al. Plant Methods, 2005, vol. 1, no 1, p. 14.



Medidas de transporte en plantulas intactas de Arabidopsis.

Las plantas son sistemas eléctricamente activos, y muchos procesos fisioldgicos clave —como la sefializacion hormonal,
el crecimiento, el transporte idnico o la adaptaciéon ambiental— tienen una firma eléctrica directa.

a b
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—_— 10 M
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>
LLIEE l
8
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Los experimentos que se muestran en los paneles ay b ilustran muy bien cémo la variacion del potencial de membrana
(Em) puede medirse in vivo, en células vegetales intactas, y como esta sefial eléctrica responde de forma rapida y dosis-

dependiente a una hormona como la auxina.

DINDAS, Julian, et al. Nature communications, 2018, vol. 9, no 1, p. 1174.



