Universidad de Cantabria

Facultad de Medicina
Departamento de Biologia Molecular

UC

UNIVERSIDAD
DE CANTABRIA

“Parametrizacion de la regulaciéon
transcripcional en bacterias:
TetR como paradigma”

Memoria presentada para optar al grado de Doctor por
Raul Ruiz Gonzalez






El presente trabajo ha sido realizado en el Departamento de Biologia Molecular de Ia
Universidad de Cantabria y el Instituto de Biomedicina y Biotecnologia de Cantabria, bajo la
direccién del catedratico Fernando de la Cruz Calahorra y el doctor Raul Fernandez Ldpez,
gracias a una beca predoctoral FPI (Formacién de Personal Investigador) concedida por el
Ministerio Ciencia e Innovacién de referencia BES-2009-013371.






D. Fernando de la Cruz Calahorra, Catedrdtico de Genética, y D. Raul Fernandez Lépez,
investigador postdoctoral, pertenecientes al departamento de Biologia Molecular de la
Universidad de Cantabria,

CERTIFICAN:

Que D. Raul Ruiz Gonzalez ha realizado bajo su direccién el trabajo que lleva por titulo
“Parametrizacion de la regulacion transcripcional en bacterias: TetR como paradigma”.

Consideramos que dicho trabajo se encuentra terminado y retuine los requisitos necesarios para
su presentacién como memoria de Doctorado, al objeto de poder optar al grado de Doctor por
la Universidad de Cantabria

En Santander, a 25 de enero de 2016.

Fdo. Fernando de la Cruz Calahorra Fdo. Raul Fernandez Lépez






A mi familia






Agradecimientos

En primer lugar me gustaria agradecer a mi director y codirector la realizacidon de esta tesis.
Fernando, gracias por darme la oportunidad de trabajar en tu laboratorio y confiar en mi
durante estos afios. Raul, gracias por todo lo que me has ensefiado y porque sin ti esta tesis no
existiria.

En segundo lugar me gustaria dedicar unas palabras a dos personas que me han influido y
acompanado durante estos anos. Por un lado, Mapi, gracias por cuidar de mi y ayudarme
siempre que lo he necesitado. Y por otro, Alejandro, gracias por ser mi amigo y haber creido en
mi mas que yo mismo.

En tercer lugar me gustaria dar las gracias a Gabi, Ifiaki y Elena y sus grupos. Siempre me ha
parecido beneficioso colaborar tan estrechamente y tener diferentes puntos de vista a la hora
de discutir nuestra investigacion.

Por ultimo, pero no menos importante, me gustaria agradecer a todos los compafieros de
laboratorio que han compartido conmigo este periodo. He aprendido mucho de ellos y espero
haberles sido de ayuda también. Irene y Ana, que me ayudaron a aterrizar en el laboratorio. A
Sheila, Carlos y Raquel, por ser tan buenos compaferos. A Atha y Maria, mis postdocs de
cabecera. Gracias a la vieja guardia: Jorge, Esther, David, Val, Inma, Juan, Yera, Andrés... Y
también a la siguiente: Maria, Maris, Coral... Hemos pasado unos momentos geniales. Espero
que los recién llegados tengan tanta suerte como he tenido yo. Durante estos afios muchas
mas personas han compartido conmigo su tiempo y han ayudado a la finalizacion de esta tesis:

Gracias a todos






Contenido

ADFEVIAEUIAS .ttt s e e b e s e s s re e e st e s re e e aneeennee s 15
N [ 4 oo [V Lol o] o O OO O OO OSSP PUPPRPR 19
0 R 71 o Yol ool o] o P URPRt 19
1.2.  Reguladores transCripCioNales.......ccuuiiiecuiiieiiiiiiee et e e e e e s saaee s 20
1.3. TetRy sufamilia de reguladores transcripCionales .........cccceeuveeeecciieeeecieee e, 23
1.3.1. Estructura y mecanismo general de la familia TetR.......ccceecvveeiviiiiicicieeccee, 23
1.3.2. Mecanismo de regulacion de TEtR.........oei i 25

1.4. Regulacidn analdgica frente a regulacién digital..........ccccovveeeeiiiieciiieee e, 26
1.5.  Funciones de transferenCia........ccooeeiiiieniienieeee e e 27
1.5.1. Métodos experimentales para medir la funcién de transferencia ..................... 29

1.5.2. Estocasticidad en la expresiéon genética y sus consecuencias en la funcién de

EFANSTRIENCIA 1eeveeteeteet ettt s b e sh e st st st b e et e b e b e nre e 30
1.5.3. Funcidn de transferencia y toma de deciSiones.......ccccoeecuvvieeeeeiecccciiieee e 32
1.6.  Entropia de una distribucion .........cceeiieiiiiiiiiec e 33
1.7, INfOrmMacion MUEUA .....cooviiiiiieie ettt st e b e sbe e e sanes 34
1.7.1. Uso de la informacién mutua en la regulacidn transcripcional ..........cccceeeeunnee. 35
(0] oY [=] 8177 13 SRR 41
2. Materiales ¥ IMETOUOS ....coeiiiie ettt et e e e et e e e et e e e e aba e e e earee e e e beeeeenees 45
S B O o - PP P PP PPPPPRY 45
D A OV | 1 1Yo TP 45
2.2.1. Medios A€ CUIIVO ....cooueiiiiiieiie et 45
2.2.2. Antibioticos ¥ correguladores .......ooiiiiiiiiee e 46
D20 TR 1 T-ToT a1V ol =To ] 4 o [o Y-SR 46
2.4, PIASIMIAOS ...ttt et s e b e e e e e nee e sareesreeenes 48
D T |V, 1< o Te [0 X0 [Nl [o o F= ] LTSRN 49
2.5.1. Extraccion y purificacion de DNA ........ciiii it e e e 49
2.5.2. Cuantificacion del DNA.......cc.oo ettt 50
2.5.3. Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) .....ccccveveeciieeeciiiee e 50
2.5.4. Electroforesis de DNA en gel de agarosa .......ccceccvveeeeciieeeeciieeeecieeeeeciee e ecireee e 51
2.5.5. Digestidn de DNA mediante enzimas de restricCion.........ccccceeeeeeeccciiieeeeeeeeecnnns 51
2.5.6. Fosforilacidn y desfosforilacion...........ceeeee e 52
2.5.7. Reacciones de lZACION .....c.ccuuiii ittt e e e e e 52
2.5.8. Transformacion por electroporacion ........ccccccccveeeeeiiee e e 52

11



2.5.9. Método de ensamblaje isotérmico (Isothermal assembly).............c.ccouveeeunnn... 53

2.5.10. Recombinacién cromosdmica con productos de PCR: método Datsenko-Wanner

............................................................................................................................. 55

2.5.11.  Mutacion sitio eSPeCifiCa.....ccuiiicciiii i 57
2.5.12.  Secuenciacion de DNA.......coii ittt 58
2.6. Construccién de dispositivos para el andlisis de la regulacién transcripcional ........... 58
2.7.  Cuantificacion de la actividad transcripcional mediante fluorimetro........ccccuuee......e. 62

2.8. Cuantificacion de la actividad transcripcional mediante microscopia de fluorescencia.

..................................................................................................................................... 63

2.8.1. AdQUISICION dE IMAGENES......iii e e e e e et e e e be e e e eareas 63
2.8.2. Tratamiento de IMAZENES ..ccveie et e e e e e e rraeeeeeaeean 64
2.9. Simulaciones y andlisis computacional........ccceccuieiiiiiiir i 68
2.9.1. ECUCIONES MABSIIAS oot 68
2.9.2. Procesos de Markov y algoritmo de Gillespie ........ceevcveeeeccieeeiicieeecceee e, 71
2.9.3. Medida de la informacion mutua (1): .....ceeeeeieeeiiiee e 80
RESUITATOS ..ttt s s s b e e s e sne e e nee s 87
3.1. Cuantificacion de la regulacion transcripcional en cultivo mediante fluorimetro ...... 87
3.1.1. Actividad transcripcional del promotor .........cccveeeiiieie e 87
3.1.2. Caracterizacion de los sistemas de eXpresion........ccceeecvveeeecciveeeecveeeeeiieeeesneens 88
3.1.3. Actividad reguladora de TEtR.......ccoocciii i 90
3.1.4. FUSION TELRIMKGLE2 ...ttt 93

3.1.5. Dispositivo genético de medida de un solo vector e insercién cromosdémica.... 95
3.1.6. Control de las proteinas fluorescentes: TetR:GFP y preta:mKate2.........ccveeenneee. 99

3.2. Cuantificacion de la regulacion transcripcional mediante microscopia de

<Y o111 0T =Ty ol =] o ol - [P USSP 100
3.2.1. Sistema de dos vectores: pRRG13 y pPRRG62 en BW27783 .......cccvvvveeeeecnrnnnnn. 101
3.2.2. Sistema de un vector: pPRRG63 en BW27783 ......ccooiiieieeeeeecineeeee e 105
3.2.3. Insercién cromosdmica del sistema: cepa RRS247 ......uvvvevvieeeeiiiee e, 109

3.3. Capacidad informativa del sistema regulador: célculo de la informacién mutua..... 114

3.4. Andlisis de los factores que modifican la informacion mutua en un circuito

A=Y Yol oYl To ] o -1 S PSRRI 118
3.4.1. La DPI en un circuito transcripCional.......ccccocccciiiieeee i e 120
3.4.2. Influencia de la vida media de los componentes en la informacién mutua. .... 123
3.4.3. Efecto de las fluctuaciones sobre la informacién mutua. ........ccocceeevieiriernnen. 127
3.4.4. Efecto de K y n sobre la informacion mutua.........ccceeeuveeeecieeeccieee e, 131

12



A, DISCUSION ...eeeeitie ettt ettt ettt et sttt e b e e st e s bt e e s bt e e sabeesabeeebeeesabeesabeesabeeesnreesareeenres 137
4.1. El problema de la parametrizacién de las redes de regulacién transcripcionales .... 137
4.2. Lla fluorimetria de cultivos presenta problemas de sensibilidad a la hora de
determinar la funcidn de transferencia. ........coveereerieiieiee e 138
4.3. La microscopia de fluorescencia permite resolver el problema de la sensibilidad
LT L2 T=T ) - | UUSUR 140
4.4. El comportamiento de la media y la mediana frente a la dispersion poblacional .... 140
4.5. Diferencias en el rango de la funcidon de transferencia debidas a la localizacion
oL e[ o= e [l Y 5 (=T o - T RS 141
4.6. Efecto de la localizacidn genética del sistema sobre las fluctuaciones..................... 142
4.7. Ajustes de la funcién de transferencia a la mediana poblacional: ¢una o dos fases?.....

................................................................................................................................... 144

4.8. Divergencia entre los datos bioquimicos y los resultados in Vivo .........ccccceecvveeennee. 146
4.9. Control analdgico frente a control digital...........cccveeieiiiiiiiiieieccee e, 147
4.10. Informacién mutua en la regulacidon pPor TetR.....cccoeeecciiiii e 149
4.11. TetR actda como un controlador digital ruidoso ......cccccueeeieiieeincciee e, 150
4.12. Ladesigualdad en el procesado de la informacion.........ccceecveeeeciiee e, 151
4.13. Efecto de la velocidad de degradacién en la informacién mutua .........cccceeevveeeneee. 152
4.14. Lainformacién transmitida por TetR frente a otros reguladores transcripcionales. 152
4.15. Optimizacidn de la transmision de informacion..........cccoeeeeeiiicciieee e, 154
CONCIUSIONES ...ttt ettt et st st e s bt e bt e e s be e s bt e s beeesabeesabeeebeeeasaeesmbeesaneeesneas 159
23 o] Lo = = i - PP 163

13






Abreviaturas

Amp
aTc
ATP
cAMP
Cm
CFP
CME
CRP
C-terminal
dATP
DBD
dCTP
dGTP
DJ
DTT
dTTP
DNA
DPI
EBD
GFP
HTH
IPTG
IR

kb
Km
LB
MCS
mRNA
NAD
N-terminal
oD
ODE
bp
PCR
PEG
p/v
RHH
RNA
rpm
RTT
SOB
TF

Tc
u.a.f.
v/v
WHTH
YFP
3D

Ampicilina

Anhidrotetraciclina

Adenosin trifosfato

Adenosin monofosfato ciclico
Cloranfenicol

Proteina fluorescente cian

Ecuacion maestra

Proteina de unién a cAMP
Carboxi-terminal

Desoxiadenosina trifosfato

Dominio de unién al DNA
Desoxicitidina trifosfato
Desoxiguanosina trifosfato
Desigualdad de Jensen

Ditiotreitol

Desoxitimidina trifosfato

Acido desoxirribonucleico
Desigualdad en el procesado de la informacidn
Dominio de unién al efector

Proteina fluorescente verde

Motivo estructural helix-turn-helix
Isopropil-B-D-tiogalactopiranésido
Repeticidon invertida

Kilobase

Kanamicina

Medio de cultivo Luria-Bertani Broth o Lysogeny Broth
Sitio multiple de clonaje

Acido ribonucleico mensajero
Nicotinamida adenina dinucledtido
Amino-terminal

Absorbancia o densidad éptica
Ecuacion diferencial ordinaria

Pares de bases

Reaccidn en cadena de la polimerasa
Polietilenglicol

Relacién peso/volumen

Motivo estructural ribbon-helix-helix
Acido ribonucleico

Revoluciones por minuto
Reguladores de tipo TetR

Medio de cultivo Super Optimal Broth
Factor de transcripcion

Tetraciclina

Unidades arbitrarias de fluorescencia
Relacion volumen/volumen

Motivo estructural winged helix-turn-helix
Proteina fluorescente amarilla
Tridimensional

15






Introduccion







1. Introduccién

1. Introduccion

1.1. Transcripcion

Los organismos codifican la informacion necesaria para ejecutar sus funciones vitales en el
DNA. Aunque el DNA de una célula contiene la informacion necesaria para la sintesis de todas
las proteinas enzimaticas y estructurales que necesita, no todas estas proteinas se sintetizan
simultdneamente. La célula regula la expresion de su genoma de acuerdo a seiales internas y
externas, por lo que el fenotipo de un organismo esta criticamente condicionado por la

regulacién de la expresidn de su genoma.

En bacterias, la regulacién de la expresidén genética se realiza fundamentalmente a nivel de la
transcripcion. La transcripcion es el proceso por el cual la cadena de DNA se transcribe en un
intermediario de RNA, que después sera traducido a proteina. La transcripcion abarca cuatro

etapas (Lewin, 1994):

i) Reconocimiento del DNA molde (ver Figura 1-1): unidn de la RNA polimerasa al DNA en
la region promotora y formacién de la burbuja de transcripcién mediante la separacion

de las cadenas alrededor del sitio de unién de la RNA polimerasa.

ii) Iniciacién (Figura 1-1): sintesis de los primeros enlaces entre ribonucledtidos. El
holoenzima ocupa las posiciones -55 a +20 del gen y permanece en el promotor hasta
gue sintetiza aproximadamente las primeras 9 bases. Si el transcrito inicial no consigue

esa longitud es liberado y el enzima comienza nuevamente la sintesis.

iii) Elongacion: el enzima se mueve a lo largo del DNA y extiende la cadena de RNA. A
medida que se mueve el enzima, el DNA se desenrolla y un nuevo fragmento de la
cadena molde queda expuesto en forma de cadena sencilla. En la parte desenrollada se
encuentra el hibrido RNA-DNA vy detrds de éste se recompone la doble hélice de DNA,
mientras que el RNA emerge como cadena sencilla. Una vez que comienza la elongacion,
el holoenzima pierde los contactos con la region -55 a -35 y abarca una region de unos
60 bp. Cuando el transcrito alcanza unas 25-30 bases, el nucleo del enzima sufre una

transicién para continuar la elongacién y solo abarca unos 30 bp.

iv) Terminacién: reconocimiento del sitio a partir del cual no se pueden adicionar mas bases
a la cadena de RNA. La burbuja colapsa, el hibrido RNA-DNA se deshace y tanto el

enzima como el RNA son liberados del DNA. Estas reacciones necesitan de una secuencia
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1. Introduccién

del DNA llamada terminador transcripcional.

ofactor = hromoter sequence ., g scrunched DNA

[i-side view ‘--—%KJ S 4 ‘«%‘ﬂ'&; k% - 4
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~_ aborted transcripts
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% »

bottom view P pincer
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Figura 1-1. Resumen de los pasos en la iniciacidn de la transcripcidn en procariotas. La abrazadera de la RNA
polimerasa libre puede existir en tres conformaciones diferentes: abierta (coloreada en rojo), cerrada (verde) y
colapsada (azul). El holoenzima interacciona con el promotor a través del factor o para formar el complejo
promotor cerrado. En este estado solo se ha observado la abrazadera en su conformacion abierta. En el complejo
promotor abierto, la RNA polimerasa enrolla alrededor de si misma el DNA de la region ubicada aguas arriba del
promotor, cierra la abrazadera y desenrolla el promotor. A continuacion, la RNA polimerasa sintetiza y libera
transcritos cortos en un proceso conocido como iniciacidn abortiva antes de pasar a la fase de elongacién. Tomada
de (Dangkulwanich et al., 2014).

éPor qué la transcripcion evoluciond en un proceso celular esencial? ¢Por qué no se expresa
directamente la informacién codificada en el genoma en proteinas? Hay varias razones que
justifican la evolucion de la transcripcion como un paso intermedio para la sintesis de
proteinas. Primero, la transcripcién expande la variedad de productos génicos a través del
mecanismo de corte y empalme (splicing). Segundo, copiando la informacion del DNA a
muchas moléculas de RNA se incrementa la velocidad de sintesis de proteinas en la célula y se
evita el cuello de botella que podria resultar de la expresién directa de un gen a partir del DNA.
Tercero, el nimero de moléculas de RNA disponibles en cada momento para sintetizar
proteinas puede ser regulado con precision para dar lugar a una explosidon de productos. La
amplificacion de la sefial implicita en el proceso de transcripcion incrementa el rango dindmico
de la expresion, permitiendo a la célula controlar el producto traducido del RNA con mas
precision y en una manera especifica de gen. Esta amplificacion también da lugar a la
aleatoriedad en la expresion génica, haciendo posible producir varias respuestas a partir de

células genéticamente idénticas (Kaern et al., 2005).

1.2. Reguladores transcripcionales

Probablemente por razones de economia, las bacterias controlan la expresidon de su genoma
fundamentalmente a nivel del inicio de la transcripcién. Para ello utilizan proteinas especificas
capaces de unirse a la region promotora del gen, activando o reprimiendo su transcripcion por
la RNA polimerasa (Figura 1-2). Los factores de transcripcion (TFs) (también llamados

reguladores transcripcionales) pueden ser por tanto de dos tipos: activadores y represores de
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1. Introduccién

la transcripcion. Los represores transcripcionales se unen a los sitios operadores del promotor,
bloqueando la asociacién de la RNA polimerasa o previniendo su progresion. Con frecuencia,
los represores transcripcionales son capaces de unirse a una molécula efectora que modifica
su afinidad por los sitios operadores. Denominamos inductores a aquellos efectores que
producen la liberacién de la unién TF-sitio operador. Denominamos aporrepresores a aquellos
TF que, al unirse a su efector (correpresor) especifico, son capaces de unirse a sus sitios
operadores. (Figura 1-2.B). Los activadores transcripcionales se unen a sus sitios operadores
reclutando la RNA polimerasa al promotor o induciendo la formacién de complejos abiertos
promotor-RNA polimerasa transcripcionalmente activos cuando el efector estd presente
(Figura 1-2.C). La activacion transcripcional es mas compleja que la represiéon y requiere
frecuentemente la curvatura del DNA y el establecimiento de contactos especificos con la

subunidad a de la RNA polimerasa (Fernandez-Lopez et al., 2015).

A B C
i 1 TF ot @ ! i LA l 1
__J—_—— —_— — —

TFO Reporter Gene TFO Reporter Gene TFO Reporter Gene

\ v
> - TF_eff ipth
. - Transcription
TF_eff Transcription TF Transcription % _ '; g

—_ e T e
—_—— TFO Reporter Gene
TFO Reporter Gene TFO Reporter Gene * X
x, * t*:* * " *x*****t
e Wk, ¥ Tk,

Figura 1-2. Representacién esquemadtica de tres tipos de regulacidén transcripcional, basada en represores (A),
aporrepresores (B), o activadores (C). La union del factor transcripcional (TF, representado por dvalos verdes) a su
sitio operador (TFO en la figura, representado por un rectangulo azul), localizado dentro de la regién promotora,
afecta la actividad de la RNA polimerasa (RNApol en la figura y representada por un évalo azul) y, por tanto, la sefial
asociada a la proteina regulada (estrellas verdes). La presencia de una molécula efectora (representada por circulos
azules pequefios) modifica la interaccidn del factor transcripcional con su operador y cambia la cantidad de proteina
reportera producida. Tomado de (Fernandez-Lopez et al., 2015).

Los TFs contienen tipicamente un dominio de unidén a DNA (DBD, de DNA binding domain),
responsable del reconocimiento y unién al operador, y otro dominio de unién al efector (EBD,
de effector binding domain), que es responsable de la oligomerizacién del regulador y la
transmisidn de la seial efectora al dominio de unién al DNA. Los DBDs en bacterias muestran
una gran conservacion, existiendo tres tipos basicos de dominios: de tipo helix-turn-helix
(HTH), de tipo ribbon-helix-helix (RHH) y los de hélice alada (WHTH de winged helix-turn-helix).
Por el contrario, los EBDs bacterianos muestran una enorme diversidad, existiendo TFs capaces
de unirse a metales, moléculas complejas o incluso responder a sefiales fisicoquimicas como el

pH o la luz.
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1. Introduccién

ArgR Lacl NikR

Ni(l1)
]
Arginine
TetR FadR CRP
DBD EBD. 206 DBD BD 228 - EBD PR 206

Tetracycline Acylcoa O:E__o ..

Figura 1-3. Variedad de factores transcripcionales de un componente presentes en la naturaleza. (A) ArgR (Nimero
de acceso a RCSB Protein Data Bank 3LAJ, (Cherney et al., 2010)) reprime la transcripcidn de los genes biosintéticos
del operdn arginina. ArgR es un aporrepresor transcripcional del tipo wHTH que se activa por el correpresor
arginina, de manera que el operdn no se transcribe cuando el efector esta presente. (B) Lacl (1EFA, (Bell and Lewis,
2000)) inhibe la expresién del operdn lac. Cuando el azlcar alolactosa estd presente, su unién al dominio C-terminal
del dimero de Lacl produce un cambio conformacional que inhibe la uniéon del DNA por parte del dominio N-
terminal HTH. (C) NikR (2HZV, (Schreiter et al., 2006)) es un aporrepresor dependiente de ligando que solo se une al
operén cuando se encuentra unido al catién Ni*2. (D) TetR (1QPI, (Orth et al., 2000)) es un represor del tipo HTH que
siente la presencia del antibidtico tetraciclina. (E) FadR (1HW2, (Xu et al., 2001)) contiene un motivo N-terminal de
tipo wHTH conectado a un dominio C-terminal EBD similar a los EBDs de la familia TetR. Sin embargo, los efectores
de FadR son acil-CoAs en vez de antibiéticos. (F) La proteina receptora de cAMP (1CGP, (Schultz et al., 1991),
conocida como CRP, es un activador transcripcional. La presencia de cAMP permite la unién del motivo C-terminal
HTH de CRP al operador de varios operones catabdlicos. Una vez unido al operador, CRP-cAMP interactua con la
RNA polimerasa, permitiendo la transcripcidon de los correspondientes operones. Los dominios DBD y EBD estan
coloreados en verde y magenta, respectivamente. Se indica el nimero de aminodacidos de cada factor de
transcripcion. Tomada de (Fernandez-Lopez et al., 2015).
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1. Introduccién

1.3. TetRy sufamilia de reguladores

transcripcionales

TetR es el regulador de respuesta al antibidtico tetraciclina, un represor transcripcional que

reprime la expresion del gen de resistencia tetA. TetR utiliza la tetraciclina como efector, de tal

forma que la presencia de tetraciclina en el medio libera la unién de TetR al promotor de TetA

(pteta), permitiendo la expresion de este gen de resistencia. TetR constituye uno de los modelos

principales de regulacidn transcripcional por tres razones fundamentales:

a) Debido a su papel en la resistencia a los antibidticos, TetR es uno de los reguladores

mejor conocidos a nivel bioquimico. Las bases moleculares del reconocimiento tanto de
la secuencia operadora tetO como del inductor (tetraciclina) se conocen con mucho
detalle, existiendo distintos mutantes con afinidades diferentes y especificidades

alteradas para el inductor (Helbl and Hillen, 1998; Stanton et al., 2014).

b) TetR puede utilizar como efectores analogos de la tetraciclina que no poseen actividad

antibidtica, siendo el mas utilizado la anhidrotetraciclina (aTc). Este hecho, unido al
amplio conocimiento de su bioquimica y a la capacidad de TetR de funcionar tanto en
células procariotas como eucariotas, han hecho de TetR una de las herramientas
biotecnoldgicas mas utilizadas. TetR y sus derivados se utilizan frecuentemente para la
expresion controlada de genes en procesos biotecnoldgicos y en biologia sintética

(Berens and Hillen, 2004; Sotiropoulos and Kaznessis, 2007).

c) TetR es el prototipo de una amplia familia de reguladores transcripcionales. Los

reguladores de tipo TetR (RTT) constituyen uno de los sistemas regulatorios mas
comunes en bacterias. Los RTT estan fundamentalmente asociados con la resistencia a
antibidticos y la regulacién de genes que codifican exportadores de pequefas moléculas,
aunque también regulan otras funciones celulares (Cuthbertson and Nodwell, 2013;
Ramos et al., 2005). Los RTT han sido encontrados en practicamente todos los géneros

de procariotas, normalmente con varios RTT por célula bacteriana.

1.3.1.Estructura y mecanismo general de la familia TetR

Estructuralmente, los RTT contienen un DBD N-terminal y un EBD C-terminal. El dominio DBD,

formado por las hélices 1-3 esta altamente conservado y contiene el motivo HTH. La hélice a

lleva a cabo el reconocimiento, insertandose en el surco mayor del operador. Se han resuelto

varias estructuras de RTT con sus respectivos operadores. El operador de RTT tipico presenta

una repeticion invertida (IR) de 15 bp, con dos brazos de 6 bp separados por 1 bp. El motivo
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HTH de cada mondmero se une a uno de los brazos de la IR. Como sucede con otras proteinas
de unién a DNA del tipo HTH, la dimerizacidon es esencial para la actividad. Asi se ha
comprobado en las estructuras de TetR (1QPI, (Orth et al., 2000)), SimR (2ZQL, (Le et al., 2011)),
TM1030 (416Z), Dest (3LSR, (Miller et al., 2010)) y HrtR (3VOK, (Sawai et al., 2012)).

Los dominios EBD de los RTT, formados por las hélices 4-9, regulan la unién al DNA mediante la
interaccion con su correspondiente inductor. Generalmente, las hélices 5-7 forman un
triangulo central, mientras que las hélices 8 y 9 conforman la interfaz de dimerizacién
formando un grupo de cuatro hélices con las mismas hélices del otro mondmero (Figura 1-4).
Las hélices 4 y 6 unen los dominios DBD y EBD. La unién del efector al dominio EBD provoca un
movimiento de tipo pendular de la hélice 4, de manera tal que el motivo DBD queda mal
orientado para la unidn al DNA. En TetR (y en otros homdlogos como TtgR y ActR) el sitio de
acceso del efector se encuentra distal a la interfaz de dimerizacion (2TRT, (Hinrichs et al., 1994);
2VKE, (Palm et al., 2008)). Como ocurre en la mayor parte de los factores de transcripcion, el
dominio EBD estd menos conservado que el DBD (Cuthbertson and Nodwell, 2013; Ramos et
al., 2005). En los RTT, la variedad de efectores es especialmente significativa. Se han resuelto

estructuras de RTT unidos a mas de 100 ligandos.
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Figura 1-4. La familia de reguladores del tipo TetR. (A) Alineamiento de la familia RTT para miembros
representativos cuyos efectores son antibidticos. Los elementos de estructura secundaria que conforman los
dominios DBD y EBD estan coloreados en verde y magenta, respectivamente. (B) Estructura 3D del represor TetR. Se
muestra la estructura cristalina de TetR unido como un dimero al DNA (NUmero de acceso a RCSB Protein Data
Bank, 1QPI, (Orth et al., 2000)). Se ilustra en mas detalle la localizacidon de un derivado de la tetraciclina (iso-7-
clorotetraciclina) unido a TetR (2X9D, (Volkers et al., 2011). La estructura molecular de los antibidticos que actdan
como efectores reconocidos por las proteinas alineadas se muestra debajo. Tomada de (Fernandez-Lopez et al.,
2015).
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1.3.2.Mecanismo de regulacion de TetR
TetR es la proteina tipo que da nombre a la extensa familia de proteinas RTT. Con el nombre
de TetR se denominan a las proteinas reguladoras de operones de resistencia a tetraciclina.
Estas proteinas son altamente similares en secuencia y funcidn, presentando tan sdlo
pequenas diferencias a nivel de la secuencia de los aminodcidos. De este abanico, en este
trabajo se eligid la proteina reguladora TetR del transposén Tn10, dado su amplio estudio y
uso en la construccidon de dispositivos genéticos. Se trata del regulador transcripcional del
operodn de resistencia antibiotica tet (Figura 1-5). Se expresa del gen tetR, que se encuentra
localizado en sentido contrario a tetA, gen que codifica para la proteina de resistencia
(Jorgensen and Reznikoff, 1979). La forma nativa de TetR es el dimero, con una constante de

equilibrio de dimerizacién superior a 10” M* (Biliouris et al., 2011; Hillen et al., 1983).

El homodimero de TetR presenta baja afinidad por secuencias de DNA inespecifico pero se une
con gran afinidad a su operador, con una constante de asociacién de =10 M en condiciones
fisiologicas (Lederer et al., 1995). Cada operador es una secuencia palindroma con un par de
bases insertado en su eje de simetria (Wray and Reznikoff, 1983). En la regidn entre los genes
tetA y tetR se localizan sus promotores y dos operadores para TetR, tetO; y tetO, (Bertrand et
al., 1983). La distancia entre los ejes de simetria de los operadores varia entre 27 y 36 en los
distintos operones tet (Saenger et al., 2000). Las constantes de union de los operadores con el
dimero de TetR son del mismo orden de magnitud, 10-10°> M. Segin Hillen, los dos
operadores tienen afinidad similar (Hillen et al., 1983), tetO; es dos veces menos afin que tetO;
segun (Wissmann et al., 1986), y 5 veces menos segun (Kleinschmidt et al., 1991). La unién de
uno de los operadores con un dimero no modifica la afinidad del otro por el regulador, lo que
indica poca o ninguna cooperatividad (Kleinschmidt et al., 1988). Los promotores de la region
intergénica se disponen en sentido divergente y solapados en parte (Hillen et al., 1984). Existe
un promotor para el gen tetA, que se solapa por ambos operadores y, por lo tanto, la
expresion de TetA se reprime al ser ocupados cualquiera de los dos operadores. El gen tetR, en
cambio, tiene dos promotores, pr1 Y Prz2, cada uno solapado respectivamente con tetO; y tetO,.
TetR ve levemente impedida su expresion al ser ocupado tetO,, y completamente al ser

ocupado tetO; (Meier et al., 1988).
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Tetracycline
L

Figura 1-5. Operdn tet y su mecanismo de regulacion. Cuando no hay tetraciclina, las células ahorran energia
reprimiendo la expresion de tetA y tetR (Off State, panel de la izquierda). Cuando hay tetraciclina, se produce TetA,
que bombea Tc fuera de las células y se produce mas TetR para apagar nuevamente la expresion de tetA cuando ya
no sea necesaria (On State, panel de la derecha). Tomado de (Biliouris et al., 2011).

Como sistema de resistencia, el operdn tet responde a la presencia de tetraciclina. Tras
difundir por la membrana, la Tc se combina con diferentes cationes, especialmente Mg?*. Esta
combinacion es la responsable de la actividad antibidtica. Se une a la subunidad 30S del
ribosoma, con una constante de asociaciéon de 10° M (Epe and Woolley, 1984), e impide la
sintesis proteica. TetR se une a dos complejos [Mg-Tc]* con una K de 10° M (Takahashi et al.,
1986). La unidn provoca un cambio conformacional en el dimero de TetR que impide su union
con el operador, liberandolo. La unién de la primera molécula de Tc produce un descenso de
10%-10° veces de la afinidad de TetR por su operador, mientras que la unién de la segunda
molécula de Tc a la otra subunidad del dimero de TetR conlleva un descenso de otras 10*-10’

veces (Lederer et al., 1995).

La liberacion de los promotores da lugar a la expresion de los dos genes. TetA es una proteina
integral de membrana que se encarga de la exportacién del antibidtico de la célula, pero su
sobreexpresion provoca pérdida del potencial de membrana y muerte celular (Eckert and Beck,
1989). La expresion conjunta de TetR permite mantener controlada la produccion de TetA y

evita, por tanto, tales consecuencias.

1.4. Regulacion analdgica frente a regulacion digital

Como ilustra el caso de la regulacién por TetR, las bacterias utilizan reguladores
transcripcionales para modular la sintesis de proteinas estructurales y metabdlicas en
respuesta a distintas sefales. Sin embargo, aunque conocemos con bastante detalle los
mecanismos moleculares que median en la regulacidn transcripcional, nuestro conocimiento
de la relacion cuantitativa entre sefial y respuesta sigue siendo muy limitado. La cuestion
fundamental radica en determinar cémo responde la célula ante la presencia de la sefial. ¢Son

los TFs capaces de transmitir informacién acerca de la magnitud de la sefial o sirven
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simplemente para identificar su presencia? Esta pregunta remite a las dos formas
fundamentales de controladores que se utilizan en circuitos electrénicos. Los controladores
analdgicos elaboran respuestas de acuerdo a la intensidad de la sefial recibida. Son capaces,
por tanto, de interpretar y responder a cambios de magnitud, de forma que un incremento en
la sefial se traduce en un cambio proporcional en la respuesta. En el otro extremo, los
controladores digitales se basan en respuestas de todo o nada. Un controlador digital actua
cuando la sefal supera un determinado valor umbral, pero incrementos de la sefial a partir de
ese umbral no se traducen en cambios en la respuesta. En el caso de la regulaciéon
transcripcional, la pregunta es cémo responde la célula a variaciones en la concentracion de
regulador. Si los reguladores transcripcionales actiuan de forma analdgica, un cambio en la
concentracién de un represor, como TetR, se traducird en un descenso proporcional en la
produccidon de TetA. Si, por el contrario, TetR actia como un controlador digital, solamente
aquellos cambios en la concentracién de TetR que impliquen cruzar el valor umbral produciran
cambios en la produccién de TetA. A la relacién cuantitativa entre la sefial (TetR) y su

respuesta (TetA) la denominamos funcién de regulacion genética o funcién de transferencia.

1.5. Funciones de transferencia

Nuestro conocimiento acerca de las relaciones cuantitativas entre la concentracién de un TFy
la respuesta de su promotor diana provienen, fundamentalmente, de estudios in vitro y
modelos basados en cinética quimica. El modelo general asume que el TF experimenta difusién
en tres dimensiones, de tal forma que la tasa de asociacién a la secuencia operadora sigue una
cinética de orden 1 respecto a la concentracidén del TF. Se asume también que la disociacion
del TF de su sitio diana sigue una cinética de orden 0 respecto a la concentracion de TF (para
cada complejo TF-Promotor, existe una probabilidad no nula constante de que el TF se suelte
de su operador). Bajo estas asunciones, y en condiciones de equilibrio, la proporcién de
promotores libres de TF (que se toma como equivalente al tiempo promedio experimentado
por el promotor en estado libre) se relaciona con la concentracion de TF mediante una

ecuacion de tipo Michaelis-Menten:

P K

P, K+X

Ecuacidn 1-1. Michaelis-Menten.

Donde P/P; es la proporcidn de promotores libres de TF, K es la constante de disociacién y X
la concentracién del TF. Cuando el TF se une a mas de un operador en el mismo promotor, la

ecuacién responde a una curva de tipo Hill, en la que aparece un exponente n correspondiente
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a la no-linealidad en la respuesta. Este valor n proviene de aproximar el producto de
constantes como una Unica constante elevada a un exponente. Es por esto que n corresponde
al nimero de sitios de union siempre y cuando todos estos sitios presenten una misma K. Para
el resto de situaciones, n es solamente un valor aproximado y puede tomar valores no enteros.
Tanto K como n son especificas de un par TF/promotor regulado y, en principio, dependen
exclusivamente del mecanismo de unidn entre la proteina y su sitio diana. Para convertir estas
funciones de unién en funciones de transferencia, se considera que la produccién del output
(en este caso produccion de mRNA) es proporcional a la ocupacién del promotor. De este

modo, el cambio en la concentracién de un mRNA seguiria:

d[mRNA]

=4 P/Pt — B[mRNA]

m Degradacion

Ecuacion 1-2
Donde A indica la tasa de mRNA por unidad de tiempo producida cuando todo el promotor
estd libre de unién a TF, mientras que § indica la tasa de degradacién del mRNA. Sustituimos

ahora la fraccidon de promotor libre por las ecuaciones correspondientes al equilibrio de unién

y, en el caso de un mRNA controlado por un represor transcripcional, se obtiene:

dfmRNA] _ K" .
a - Mgy BImRNA]
W Degradacion

Ecuacion 1-3

A esta ecuacion, que correlaciona la concentracion del TF con la sintesis de su gen diana, la
denominamos funcidon de transferencia o funcién de regulacion genética. Funciones de
transferencia de tipo Hill se infieren no solo a través de la cinética quimica, sino en base a la
termodinamica o estudios probabilisticos. De hecho la funcidn de transferencia adopta una

forma de tipo Hill debido a dos asunciones implicitas en todos estos modelos:

i) Que la difusion del TF se realiza en 3D, de tal manera que la probabilidad de encontrar el

sitio de unién es independiente de la posicidn del TF en cada momento.

ii) Que la escala temporal de produccidon/degradacion del mRNA es mucho mayor que la
escala temporal de unién/separacion del TF a su sitio diana, de tal manera que podemos

asumir un equilibrio de uniodn.

Una aproximacién alternativa consiste en eliminar la aproximaciéon de Hill y considerar el

producto de diferentes constantes de manera independiente (Carbonell-Ballestero et al.,
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2014). Esta aproximacion tiene la ventaja de que permite considerar de manera separada las
distintas etapas del proceso (dimerizacién del TF, unidn al promotor, traduccién del mRNA,
etc.). Sin embargo, mantiene las asunciones fundamentales de las aproximaciones anteriores:

difusién en 3D y equilibrio rdpido de unidn en estado estacionario.

1.5.1.Métodos experimentales para medir la funcion de

transferencia
La medida de la funcién de transferencia consiste en observar la respuesta del sistema (la
proteina regulada) a distintas concentraciones del input (TF). Aunque el proceso es
conceptualmente sencillo, su ejecucidon experimental plantea problemas. Producir un rango
suficiente de concentraciones del input es sencillo cuando lo que se intenta medir es la funcién
gue correlaciona un inductor quimico con la respuesta de un promotor regulado por un TF que
responde a ese inductor (IPTG para Lacl, Tc para TetR, etc.). Sin embargo, la mayor parte de
TFs carecen de inductores quimicos; y para aquellos que si los tienen, la funcién de
transferencia respecto al inductor y al TF no es necesariamente la misma. Para producir un
rango suficiente y mensurable de TF, Rosenfeld y colaboradores elaboraron una aproximacion
experimental basada en la dilucion progresiva del TF por el crecimiento celular (Rosenfeld et
al., 2005). El método de Rosenfeld se basaba en el bloqueo de la sintesis del TF, mientras que
se permitia a las células seguir creciendo (Figura 1-6.A). Al multiplicarse las células diluian de
manera continua la concentracién de TF, de forma que midiendo la respuesta del promotor
diana se podia obtener una estimacién de su dependencia frente a la concentracidn de TF. El
método de Rosenfeld presenta, no obstante, un problema importante. Dado que la
concentracién de TF es transitoria (las células se encuentran creciendo de manera continua),
no es posible realizar mediciones del output en estado estacionario. Esto hace que la respuesta
del output deba medirse en base a la derivada de la concentracién, medidas altamente
ruidosas desde el punto de vista experimental. Para conseguir medir en estado estacionario y
no tener que recurrir a la medicion de derivadas, nuestro grupo planted un segundo método
basado en la expresidn controlada del TF (Fernandez-Lopez et al., 2010). Este método se basa
en obtener inducciones graduales utilizando el promotor de la arabinosa psap €n una cepa que
expresa constitutivamente los transportadores de arabinosa (Escherichia coli BW27783). Esto
permite mantener la concentracion del TF a distintos niveles de manera estable, pudiéndose

medir la respuesta del promotor regulado en estado estacionario (Figura 1-6.B).
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Figura 1-6. (A) Esquema del método de Rosenfeld. El represor transcripcional cl es marcado mediante fusion
traduccional con YFP y se expresa desde pit. TetR constitutivamente producido bloquea su expresion. Anadiendo
aTc puede liberarse y la expresidén del promotor diana pr es reportada por la fluorescencia de CFP. (B) Método de
Fernandez-Lopez. Mediante induccidn por arabinosa se regula la cantidad de regulador producido desde el vector
pBAD33. Este regulador controla la expresién del promotor diana cuya actividad es mostrada por la fluorescencia de
la GFP en el vector pUA66. Tomado de (Fernandez-Lopez et al., 2010).

1.5.2.Estocasticidad en la expresion genética y sus

consecuencias en la funcion de transferencia
La funcién de transferencia entre un TF y su promotor regulado no depende exclusivamente de
las caracteristicas bioquimicas de la unién del TF a sus operadores. La conversion del input
(concentracion de TF) a un output (concentracion de proteina regulada) requiere de la
transcripcién y traduccién del gen regulado. Es por esto que la estocasticidad en los procesos
de sintesis y degradaciéon del mRNA y las proteinas tienen un impacto directo sobre la
naturaleza de la funcidn de transferencia. La naturaleza estocastica de las reacciones quimicas
tiene importantes consecuencias en los procesos de expresidén genética (Eldar and Elowitz,

2010; Elowitz et al., 2002), debido a tres propiedades fundamentales de dichos procesos:

i) A diferencia de lo que sucede con metabolitos y otras biomoléculas, el nimero de
MRNAs y proteinas por célula suele ser bajo (por ejemplo, el propio DNA cromosémico
estd en 1-4 copias por célula). Dado que la magnitud relativa de las fluctuaciones es
mayor cuanto menor es el numero promedio de moléculas, aquellas especies
moleculares presentes en bajo numero sufren de mayores niveles de ruido en su
expresion (Eldar and Elowitz, 2010; Elowitz et al., 2002; Paulsson, 2004; Sanchez and
Golding, 2013).

ii) Traduccion y transcripcidn son procesos conectados. Incluso aunque se produjeran miles
de proteinas a partir de un mRNA, si este mRNA estd presente en un bajo nimero de

copias, tanto el mMRNA como la proteina sufririan importantes fluctuaciones (Pedraza
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and van Oudenaarden, 2005).

iii) Ademas de las fluctuaciones producidas por sus propios procesos de sintesis y
degradacién (que se denominan genéricamente ruido intrinseco), mRNA y proteinas
estan sujetos también a las fluctuaciones en la maquinaria general de la célula (RNA
polimerasa, RNAsas, proteasas, ribosomas, etc.). A esta fuente de fluctuaciones se la

denomina ruido extrinseco (Elowitz et al., 2002; Swain et al., 2002).

Las fluctuaciones en la expresién genética implican un limite a la capacidad celular de
funcionar de un modo determinista. Células genéticamente idénticas situadas en el mismo
ambiente daran lugar a niveles de expresion diferentes. La expresion de un gen, por tanto, no
puede ser descrita con un nimero sino que corresponde a una distribucidn estadistica, con
una cierta media y una desviacidon estdndar asociada (Paulsson, 2004). Un analisis mas
detallado de los formalismos matematicos utilizados para describir la expresiéon genética

estocdstica se da en Materiales y Métodos (apartado 2.9).

La estocasticidad en la expresion genética tiene importantes consecuencias en la fisiologia
celular. En organismos unicelulares, permite a células genéticamente idénticas diferenciarse de
manera espontdnea sin necesidad de sefiales ambientales, lo que tiene importantes
consecuencias evolutivas (Norman et al., 2015), pero también plantea problemas en el control
de los procesos celulares (Lestas et al., 2010). Dado que sefales y componentes sufren
fluctuaciones, la célula funciona en un estado de indeterminacién permanente (Bowsher and
Swain, 2014; Lestas et al., 2010). En el caso concreto de la funcion de transferencia, la
estocasticidad en la expresidon genética se traduce en que, para una concentracion dada de
input (TF) es esperable obtener una distribucidon de outputs distintos. De igual manera, un
output determinado puede ser producido por varios inputs distintos. El ruido en la expresién
genética hace que la relacidn TF/proteina regulada no sea univoca, sino estadistica. Ademas de
disminuir la capacidad de control de la célula, pasar de una relacidn univoca a una relacién
estadistica tiene consecuencias en cdmo se comportan las células individuales frente a la

poblacién en su conjunto.

En una relacidon determinista, en la que la relacién input-output es univoca, la funcidn de
transferencia de cada célula individual es equivalente a la observada para la poblacién en su
conjunto. Esto es asi porque, si la regulaciéon genética funcionase de modo determinista, las
concentraciones totales de input y de output observadas para N células no serian mas que N
veces la concentracién individual de cada célula. Podriamos pensar que, en el caso de que

existan fluctuaciones en torno a la media, el valor individual de cada célula podria aproximarse
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al valor poblacional promedio simplemente teniendo en cuenta la desviacion estdndar de la
poblacién. Desgraciadamente, en el caso de la funcién de transferencia, esto sélo es asi si la
funcién es lineal. La Desigualdad de Jensen (DJ), establece que si aplicamos una funcién
matematica a una distribucién dada, la media de la funcién (en nuestro caso, el promedio de
outputs) es igual a la funcién promedio (en nuestro caso, el resultado de aplicar la funcién al
promedio de inputs), siy solo si la funcién es lineal (Jensen, 1906). La razén de la DJ radica en
que funciones altamente no lineales no transforman de manera proporcional los extremos
inferiores y superiores de una distribucion. Tomemos por ejemplo una distribucidon con
promedio 10 y apliquemos una funcién de transferencia consistente en elevarla a la cuarta
potencia. Con una desviacién en el input de nueve unidades tenemos f(x) = 1* = 1 en un
extremo, y f(x) = 19* = 130321 en el otro. La DJ asegura, ademds, que si la funcién es
convexa entonces f(< x >) << f(x) >. Donde los valores entre < > indican el valor
promedio. Para el caso concreto de la funcién de transferencia en la regulacién genética, la DJ
implica que las funciones obtenidas a partir de promedios poblacionales podrian ser poco o
nada representativas de la funcién de transferencia intracelular. En concreto, una funcién de
transferencia medida a partir de valores promedios estaria sesgada por los valores mas altos
de la distribucion. Dado que las respuestas las elaboran las células individuales, no la poblacién
en conjunto, se hace necesario comparar las funciones de transferencia obtenidas a nivel

poblacional con las respuestas individuales de las células dentro de la poblacidn.

1.5.3.Funcion de transferencia y toma de decisiones
Las discrepancias entre los promedios poblacionales y las células individuales subrayan la
conexidn entre las funciones de transferencia transcripcionales y los procesos de toma de
decisiones en la célula. Como apuntamos anteriormente, la regulacidon transcripcional
constituye el mecanismo fundamental que las bacterias utilizan para elaborar respuestas
frente a sefiales y estimulos ambientales. Dado que sefiales y componentes estan asociados a
unas fluctuaciones, tanto la deteccion como la respuesta a una sefial dada esta sometida a un
cierto grado de incertidumbre. Por esta razén, la consecuencia fenotipica de la funcién de

transferencia es equivalente a una toma de decision por parte de la célula.

¢Qué estrategia deben adoptar las células para interpretar y hacer uso de las sefiales ruidosas?
Las estrategias de procesamiento de informacién utilizadas por las células para la toma de
decisiones son probabilisticas y ocurren en tres niveles (Perkins and Swain, 2009) (Figura 1-7): i)
las células deben inferir las sefales probables diferencidndolas de las del ruido, anticipandose

al estado futuro del ambiente en el que se encuentran; ii) deben sopesar los costes y
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beneficios de cada respuesta potencial, teniendo en cuenta ese futuro probable; iii) la decision
es tomada en presencia de competidores potenciales, que también toman decisiones. Perkins
y Swain han propuesto que las estrategias de toma de decisién estan conservadas, con un
numero reducido de estrategias implementadas en mecanismos bioquimicos diferentes en
muchos organismos (Perkins and Swain, 2009), lo que ligaria la Biologia de Sistemas con la

Biologia Evolutiva.

Short-term
history

time

Predicted future Action of
environment other cells
response
Change in ) Sensing \ Respondin
A /
A &V '\
"
. o

Figura 1-7. Factores que influyen en la toma de decisién por la célula. Una célula siente sefiales generadas por un
cambio en el ambiente y debe decidir una respuesta adecuada. Esta toma de decisién depende de las predicciones
celulares acerca del estado presente y futuro de su ambiente basado en las sefiales que ha recibido; el historial
reciente de la célula y los costes y beneficios esperados para cada respuesta potencial; las acciones de otras células,
que pueden ser competidores directos o cooperadores; asi como en el tiempo requerido para tomar la decisién y
generar la respuesta, que puede ser un cambio en el estado interno o una accién que modifique el ambiente.
Tomada de (Perkins and Swain, 2009).

1.6. Entropia de una distribucion

El hecho de que input y output en una funcidn de transferencia aparezcan como distribuciones
probabilistas implica de manera inmediata que es posible asociar a ambas variables un cierto
grado de incertidumbre. Shannon se pregunté si era posible dar a esa incertidumbre un valor
cuantitativo. De manera analoga, si dos variables aleatorias estan relacionadas de alguna
forma, la observacién de una de ellas debe llevar asociada una reduccién en la entropia de la
otra. En su obra seminal (Shannon, 1948), Shannon razondé que esta disminucidn cuantitativa
es una medida de la informacién que una variable aporta sobre la otra, y que para que esta

medida sea adecuada, debe cumplir ciertos requisitos:

i) Si cada una de las N realizaciones (valores individuales) posibles de la distribucion son
equiprobables, entonces la informacién transmitida al observar un valor particular debe

crecer con N.

ii) Si la inferencia puede ser descompuesta en varias etapas, entonces la informacion

transmitida en cada una de las etapas debe contribuir a la informacién global.
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iii) Si la inferencia puede ser dividida en un arbol de decisiones, entonces la informacion
global debe ser una suma ponderada de las informaciones parciales a lo largo de una

trayectoria en el 4rbol de decisiones.

Shannon demostrd que la Unica métrica capaz de satisfacer estas condiciones es la entropia de

la distribucion H(p) :

Hp) = —k ) pylog(py)
N

Ecuacion 1-4. Entropia de Shannon.

Donde py es la probabilidad de cada una de las N realizaciones y k es una constante arbitraria.
Esta cuestion es equivalente a preguntarse cuantas unidades de la constante k necesitamos
para determinar de manera precisa la incertidumbre asociada a la distribucion. Esto a su vez
depende del valor de k, la unidad de incertidumbre, que establece el "alfabeto" en el que
expresamos la entropia. Cuando k=1, estamos indicando que la entropia esta expresada en un
arbol binario de decisiones con probabilidad basica 1/2 (el nimero de respuestas si/no
necesarias para llegar al valor de la realizacion entre los N posibles). En ese caso, los logaritmos
se toman en base 2 y a esa unidad de entropia la denominamos bit. Es importante resaltar que
la eleccion de la base Unicamente cambia la unidad en la que se expresa la entropia: para base
2 la unidad es el bit, para base e la unidad es el nat y cuando la probabilidad basica es 1/10 la
unidad se denomina hart. De esta forma, es posible asignar un valor numérico a la

incertidumbre asociada a una distribucion dada.

1.7. Informacion mutua

Dado que es posible asignar un valor numérico a la incertidumbre de una distribucién, deberia
ser posible también asignar un valor numérico a la reduccion en la incertidumbre sobre una
variable cuando observamos una variable relacionada. Denominamos informacion mutua
entre dos variables X e Y, I(X;Y), a la disminucién en la entropia de una de estas variables

cuando observamos la otra, de esta forma:

1(X;Y) = HX) — HX|Y)

Ecuacion 1-5

Donde H(X|Y) es la entropia condicional: la entropia de la distribucién en X dado un valor de
Y. Por las propiedades de la entropia condicional, es posible reordenar la ecuacién anterior y

obtener la igualdad:
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IX;Y)=HX) +HY)—HX,)Y)
Ecuacion 1-6
Esto es, la informacion mutua entre dos variables aleatorias es igual a la suma de las entropias
de sus distribuciones marginales menos la entropia de la distribucién conjunta. La informacion

mutua posee una serie de cualidades importantes:
i) Como su propio nombre indica, es mutua, esto es I[(X;Y) = I(V; X).

i) Cuando dos variables son independientes entonces H(X,Y) = H(X) + H(Y), lo que
implica I(X;Y) = 0.

iii) Al ser una suma de probabilidades, I(X;Y) = 0.

iv) Es invariante para transformaciones no lineales sobre X e Y. Esta propiedad resulta
extraordinariamente Util a la hora de medir experimentalmente I(X;Y), dado que este
valor puede inferirse de las distribuciones reales (nimero de moléculas, por ejemplo)
como de alguna funcién de esta distribucion (fluorescencia de una GFP, por ejemplo)

incluso cuando la relacidn fluorescencia/nimero de moléculas es altamente no lineal.

Ademads de estas propiedades la informacién mutua tiene la ventaja de que puede ser
interpretada en funcién del nimero de estados que la célula es capaz de discriminar (Bialek,
2012). Asi, si I(X;Y) < 1 bit, la célula solo sera capaz de discriminar la sefial de manera binaria
(ausencia/presencia de la sefial) de forma que cuanto menor sea I(X;Y) mas ruidosa serd la
inferencia. Valores superiores de I indican que el sistema es capaz de cuantificar la sefial, y
cuanto mayor sea el nimero de bits, mayor sera el nimero de estados que el sistema es capaz
de resolver de manera no ambigua. Esto no quiere decir, no obstante, que el nimero de bits
indiqgue exactamente el nimero de estados posibles de la célula: un sensor con I=1,6 bits no
indica necesariamente que el nimero de estados sea 3, si no que puede corresponder a un
estado activado, un estado inactivado y unos valores intermedios que son inferidos con alto
nivel de ruido. En otras palabras, la informacidon mutua cuantifica la capacidad del canal, pero

no indica necesariamente la forma ni el nUmero de estados de este.

1.7.1.Uso de la informacion mutua en la regulacion

transcripcional
La mayor parte de las aplicaciones de la Teoria de la Informacidon en Biologia se han
circunscrito al analisis de la comunicacidn neuronal. Esto es debido a que la comunicacion por

impulsos eléctricos en las neuronas es similar al canal de informacién que Shannon tenia en
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mente cuando concibié las bases de la Teoria. En concreto, tanto un axdn neuronal como un
cable de comunicaciones es un canal que permite la transmisién de multiples impulsos a lo
largo del tiempo. Son canales rapidos que permiten la transmisidon casi instantanea de
informacién. En cambio, en un circuito transcripcional la informacién se transmite mediante la
unién o separacién del TF a sus sitios en el DNA, reacciones mucho mas lentas. Aunque esto
limita la aplicacién de algunos de los teoremas mas importantes de la Teoria de la Informacién
(en concreto, el Segundo Teorema de Shannon o de codificacién en un canal ruidoso), no
prescribe que la informacidén mutua sea una herramienta poderosa a la hora de analizar los
circuitos transcripcionales y las consecuencias del ruido en la expresidn genética en la toma de
decisiones celulares. La aplicacion de la informacion mutua a reguladores transcripcionales se
debe a Tkacik y Bialek, que en una serie de trabajos demostraron la capacidad informativa del
factor de regulacion Hunchback en la morfogénesis de la larva de la mosca del vinagre
Drosophila melanogaster (Gregor et al., 2007a; Gregor et al., 2007b; Tkacik et al., 2008).
Durante el desarrollo embrionario de la larva de la mosca, ciertos factores de transcripcidn se
secretan para formar gradientes de un polo a otro del embridn. Estos gradientes indican la
posicidn relativa de unas células respecto de otras, de tal forma que dependiendo de la dosis
de TF que cada célula reciba se diferenciard en una parte distinta de la mosca adulta.
Hunchback es un determinante del eje anteroposterior. En el embrién temprano existe un
gradiente desde un polo al otro de la larva que indica a las células si van a formar parte de la
cabeza o del térax de la mosca. Bialek y colaboradores aprovecharon que el propio embridn
genera un gradiente completo (la distribucién marginal de Hunchback) y midieron la
distribucidn de uno de sus genes diana. A partir de estas distribuciones pudieron inferir que la
informacién transmitida correspondia a casi 2 bits de informacién, por lo que Hunchback no
actuaba delimitando Unicamente dos regiones, si no que transmitia informacién posicional
mas precisa. De manera similar, Selimkhanov y colaboradores (Selimkhanov et al., 2014)
estudiaron la respuesta de los reguladores Ca, ERK y NFkB en células de embriones de la rana
Xenopus laevis, encontrando en todos los casos I<1 bit. Es importante apuntar que en
organismos eucariotas, la regulacion transcripcional presenta un paso adicional que es el de la
migracion del TF al ndcleo. En muchos casos el inductor produce un cambio conformacional
que permite el transporte activo del TF al compartimento nuclear, donde ejerce su accion. Esta
dindmica de transporte estd detras de una caracteristica importante de la regulaciéon
transcripcional en eucariotas. A diferencia de lo que se ha descrito en bacterias, los organismos
eucariotas parecen capaces de controlar la expresidon de genes en funcion tanto de la amplitud
de la concentracion de un TF como de la frecuencia de pulsos de introduccidn al nucleo. Esta

respuesta por "frecuencia modulada" ha sido observada en multitud de reguladores
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eucarioticos, como p53 (Purvis et al., 2012), los reguladores asociados al calcio como Crz1 (Cai
et al., 2008) o el factor de estrés Mns2 en levaduras (Hao and O'Shea, 2011). Este hecho ha
abierto la discusion sobre si la informacion en los TFs eucaridticos se transmite
fundamentalmente mediante inferencia de la concentracidon del TF o, por el contrario, la
informacién estd contenida en la dindmica temporal del TF. Mientras que Selimkhanov y
colaboradores (Selimkhanov et al., 2014) sostienen que la informacién contenida en la
secuencia temporal es mayor que la aportada por la concentracién, Hansen y O'Shea (Hansen
and O'Shea, 2015) sostienen que, en el caso de Mns2, tanto la informacién modulada por

amplitud como por frecuencia es similar, y de caracter binario.

Pese a que los organismos procariéticos presentan mecanismos transcripcionales mas sencillos
que los eucariotas, no existen analisis experimentales sobre la cantidad de informacion que las
funciones de transferencia transcripcionales son capaces de transmitir en bacterias. La razén
fundamental radica en la dificultad en obtener un muestreo completo de la distribucién
marginal del input. Como indicamos anteriormente, la informacidon mutua estd condicionada
por la entropia de las variables analizadas. En eucariotas, la separacion fisica entre citoplasma
y nucleo permite la introduccién controlada de TF mediante distintas dosis de inductor. En
procariotas no existe un método similar. Los inductores procariéticos modifican la afinidad del
TF, pero no es posible cuantificar en células individuales la cantidad de TF unida al inductor. Sin

este pardmetro, no es posible obtener la distribucion completa del TF.
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Objetivos

Objetivos:

1. Caracterizar la funcion de transferencia entre el regulador transcripcional TetR y su

promotor diana preta €n la bacteria Escherichia coli.

2. Comparar la eficiencia y precision de medidas poblacionales frente a medidas en

células individuales en la obtencidn de la funcion de transferencia.

3. Obtener la informacidn mutua entre el regulador TetR y su promotor diana preta,

determinando si TetR actiia como un regulador analdgico o un regulador digital.

4. Estudiar los parametros que relacionan la funcién de transferencia con la informacién

transmitida por el canal transcripcional.
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2. Materiales y Métodos

2.1. Cepas

Las cepas utilizadas en el presente trabajo se detallan en la Tabla 2-1. Todas son E. coli

derivadas de la cepa K-12.

Tabla 2-1. Cepas utilizadas.

Nombre Genotipo Referencia

DH5a F endAl hsdR17 (r, m¢") supE44 thi-1 N recAl (Grant et al., 1990)
gyrA96 relAl deoR A(lacZYA-argF)-U169
$80dlaczAM15

BW27783 lacl® rrnBria lacZwiis hsdR514 A(araBADanss) (Khlebnikov et al., 2001)
A(rhaBAD\p7s) AlaraFGH) d(AaraEp Pcps-arak)

TB10 ilvG rfb50 rph1 nadA::Tn10 AclI857 A(cro-bioA) (Johnson et al., 2004)

RSS247 BW27783 A(araBAD)::(tetR:mkate2 pretagfp) Esta tesis

RRS252 BW27783 A(araBAD)::(tetR:mkate2ptetr Pretagfp) Esta tesis

RRS279 BW27783 A(araBAD)::(tetR:gfp pretamkate2) Esta tesis

RRS283 BW27783 A(araBAD)::(pietagfp) Esta tesis

2.2. Cultivo

El cultivo de las cepas, salvo excepciones dependientes de protocolos puntuales, se realizaron
en condiciones estandar para E. coli. Salvo excepciones dependientes de protocolos puntuales,
los cultivos liquidos se crecieron a 37 2C en agitacién (120-150 rpm) en matraces de cristal, y el

crecimiento en solido se realizé en placas de Petri de 90x14 mm en camaras de 37 2C.

2.2.1.Medios de cultivo

Para el crecimiento habitual de los cultivos se utilizé medio liquido LB de Sigma (10 g de
triptona, 5 g de extracto de levadura, 5 g de NaCl por litro), o LB agar de Sigma (LB + 15g de

agar por litro) para crecimiento en sélido.

Para ensayos que necesitaron de unas condiciones de crecimiento enriquecidas se utilizd
medio de cultivo SOB de Amresco (20 g de triptona, 5 g de extracto de levadura, 0,5 g NaCl y
20 ml de MgS04 1M por litro).

Cuando la autofluorescencia del LB suponia un inconveniente se utilizé en su lugar medio M9
de Fluka-Sigma (6g de Na;HPOQO,, 3g de KH,PO,; 1g de NH4Cl y 0,5g de NaCl por litro)
suplementado con CaCl, (100 uM), MgS04 (20 mM), casaminoacidos (0,2 %), y glucosa o
glicerol (0,5 %) como fuente de carbono. En el caso de crecimiento en sélido para microscopia,

a la mezcla se le afiadié agarosa para biologia molecular de Sigma (1,5 %).
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2.2.2.Antibioticos y correguladores

Las cepas se cultivaron en medio selectivo afiadiendo antibidticos correspondientes para cada
caso. Los antibidticos se prepararon en stocks 1000x para luego afiadirlos al medio y conseguir

la concentracion adecuada:

Tabla 2-2. Preparacién y uso de los antibioticos.

Antibiodtico Compuesto Soluto Stock Concentracion
cultivo

Acido nalidixico  Acido nalidixico (Apollo) Agua 20 mg/ml 20 pg/ml

Ampicilina Ampicilina sddica (Apollo) Agua 100 mg/ml 100 pg/ml

Cloranfenicol Cloranfenicol (Apollo) Etanol 100% 25 mg/ml 25 pg/ml

Kanamicina Sulfato de kanamicina Agua 50 mg/ml 50 pg/ml
(Apollo)

Tetraciclina Hidrocloruro de tetraciclina  Etanol 50% 10 mg/ml 10 pg/ml
(Apollo)

Ademds, en esta tesis se han utilizado un par de compuestos como inductores o
correguladores transcripcionales. En funcién de las necesidades del experimento se afiadieron
arabinosa (L+arabinosa, Sigma) y anhidrotetraciclina (hidrocloruro de anhidrotetraciclina,

Sigma) a diferentes concentraciones.

2.3.  Oligonucleétidos

Los oligonucledtidos fueron sintetizados por Sigma-Aldrich o por IDT en funcién de la logistica
del instituto. Para los procedimientos de clonaje (Tabla 2-3) y secuenciacidon (Tabla 2-4)
habituales se pidieron desalados. Cuando una mayor calidad fue necesaria, como en el caso

del procedimiento “QuickChange”, se pidieron purificados por HPLC.

Tabla 2-3. Oligonucledtidos utilizados para la construccién de los dispositivos genéticos.

Nombre Secuencia nucleotidica (5> 3’)

AraC_W_74

AraC_Wanner
AraD_W_74

AraD_Wanner
gfpfusion_dir

gfpfusion_rev
GFPKpnl

GFPrevHindlll
isomkate_rev

CCTGACTAATGCGTTGGTCCTCGCGCCAGCTTAAGACGCTAATCCCTAACC
TTATTTGTATAGTTCATCCATGCC

CCTGACTAATGCGTTGGTCCTCG
ATGCTTACGCAGATAGTGTTTATCCAGCAGCGTTTGCTGCATATCCGGTAA
AAATCGCTATAATGACCCCGAAGC
ATGCTTACGCAGATAGTGTTTATCCAGC
AATGTGAAAGTGGGTCTAGCGGTGGCGGTGGCAGTAAAGGAGAAGAACT
TTTC
CTCTCATCCGCCAAAACAGCCAAGCTTGCATGCCTGCAGGTCGACTCTAGT
TATTTGTATAGTTCATCCATG
CATCAGGTACCTTTAAGAAGGAGATATACATATGAGTAAAGGAGAAGAAC
AGCCAAGCTTATTTGTATAGTTCATCCATG
CTCTCATCCGCCAAAACAGCCAAGCTTGCATGCCTGCAGGTCGACTCTAGT
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isomkatefusdir
isotetRfus_dir
isotetRfus_dir
isotetRfusrev

J23101dir
J23101rev
pBADSEVA1
pBADSEVA2
pCSmkate_dir
pCSmkate_rev
pRRG69_rev
pRRG74_GFPdir
pRRG74_GFPrev

pRRG74_mkatedir
pRRG74_mkaterev

pRRG74_ptetArev
pRRG74_TetRrev
pTetAlXhol
pTetA2BamHI
ptetAGFPKm_revPacl
ptetAmkate_dir
ptetAmkate_rev
pUA66terB1007

pUALAAterB1007

pUAmkatesinter
quickgfp206dir
quickgfp206rev_2
tetRgfpfusion_rev

TetRHindlll
TetRKpnl

TATCTGTGCCCCAGTTTGC
AATGTGAAAGTGGGTCTAGCGGTGGCGGTGGCGTGTCTGAGCTGATTAA
GGAG
ATACCCGTTTTTTTGGGCTAGCGAATTCGAGCTCGGTACCCGGGGATCCTT
AAGAAGGAGATATACATATGTCTAGATTAGATAAAAG
ATACCCGTTTTTTITGGGCTAGCGAATTCGAGCTCGGTACCCGGGGATCCTT
AAGAAGGAGATATACATATGTCTAGATTAGATAAAAG
CTTAATCAGCTCAGACACGCCACCGCCACCGCTAGACCCACTTTCACATTTA
AG

TCGAGTTTACAGCTAGCTCAGTCCTAGGTATTATGCTAGCG
GATCCGCTAGCATAATACCTAGGACTGAGCTAGCTGTAAAC
CGGACTAGTATAATGTGCCTGTCAAATGGA
ACCTTAATTAATGAGCGGATACATATTTGAATGT
CAAACTGGGGCACAGATAAATGTCCAGACCTGCAGGCATGCAAGCTCTAG
CCTTAATCAGCTCAGACACCATATGTATATCTCCTTCTTAAATCTAGAGG
TAAATGTCCGCAAAAAACCCC
CAGTGATAGAGAAAAGTGAAATGAGTAAAGGAGAAGAACT
TTCACACAGGAGGCCGCCTAGGCCGCGGCCGCGCGAATTCTTATTTGTATA
GTTCATCCATG
CTTAAATGTGAAAGTGGGTCTAGCGGTGGCGGTGGCGTGTC
AGGTCATTACTGGATCTATCAACAGGAGTCCAAGACTAGTTTATCTGTGCC
CCAGTTTGC

AGTTCTTCTCCTTTACTCATTTCACTTTTCTCTATCACTG
GACACGCCACCGCCACCGCTAGACCCACTTTCACATTTAAG
AACTCGAGTCACTGATAAACATAATATGTCC
ATGGATCCGTCTGGCCTCCTGACCAGCC
CCTTTAATTAATATCATCAACAGGCTTACCCG
CCTCTAGATTTAAGAAGGAGATATACATATGGTGTCTGAGCTGATTAAGG
CTAGAGCTTGCATGCCTGCAGGTCTGGACATTTATCTGTGCCCCAGTTTG
TGCAAGCTTGCGAAAAAACCCCGCCCTGTCAGGGGCGGGGTTTTTTGCGG
ACATTTATTTGTATAGTTCATCCATGC
TGCAAGCTTGCGAAAAAACCCCGCCCTGTCAGGGGCGGGGTTTTTTGCGG
ACATTTAAGCTGCTAAAGCGTAGTTTTC

TTATCTGTGCCCCAGTTTGCTAG
CTGTCCACACAATCTAAACTTTCGAAAGATCCC
GTAATGGTTGTCTGGTAAAAGGACAGGGCCATC
AAGTTCTTCTCCTTTACTGCCACCGCCACCGCTAGACCCACTTTCACATTTA
AG

AGGTCAAAGCTTGAAGTTACCATCACGGAAAAAGGTTATGCTG
CATCAGGTACCTTTAAGAAGGAGATATACATATGTCTAGATTAGATAAAAG
TAAAGTG

Tabla 2-4. Oligonucleétidos utilizados para comprobacion y secuenciacion genética.

Nombre Secuencia nucleotidica (5’2 3’)

GFPf CACAACATTGAAGATGGAAGC

GFPrev CAAAGCATTGAAGACCATACGCG

GFPseq GGGACAACACCAGTG

Knseq GCGTGCAATCCATCCTTGTTCAATCATGCG
Knseqrev TCGACGTTGTCACTGAAGCGGGAAGGGAC
pBAD1 CTGTTTCTCCATACCCGTT
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pBAD2 CTCATCCGCCAAAACAG

pBADseq CGTCACACTTTGCTATGCCA
pBADseq_rev TGGCATAGCAAAGTGTGACG
pZE05 CCAGCTGGCAATTCCGA

sevaseql GAGTTCTGAGGTCATTACTGGATC
sevaseQ?2 GGAGAGCGTTCACCGACAAA
TetRseqrev CACCTACTACTGATAGTATG

2.4. Plasmidos

Los plasmidos utilizados en esta tesis se especifican en la Tabla 2-5, con sus caracteristicas

fenotipicas y una somera descripcion de cada uno.

Tabla 2-5. Plasmidos utilizados en esta tesis.

Nombre Oriv Resistencia  Descripcion Referencia
pBAD33 p15A Cm Vector de expresion inducible por (Guzman et al.,
arabinosa 1995)
pRAF22 pBR322 Cm Vector con la proteina mKate2 Fernandez-
Lépez, sin
publicar
pRRG1 p15A Cm pBAD33 con la secuencia Esta tesis
codificante de TetR clonada
pRRG8 RK2 Amp pSEVA121 con la region de Esta tesis

expresién del pBAD33 clonada,
expresando la proteina GFPmut2
pRRGY RK2 Amp pSEVA121 con la region de Esta tesis
expresién del pBAD33 clonada,
expresando la proteina TetR

pRRG13 SC101 Km Vector reportero de la actividad del  Esta tesis
promotor preta

pRRG54 p15A Cm pBAD33 expresando la fusién Esta tesis
traduccional TetR-mKate2

pRRG55 pl5A Cm pBAD33 expresando la fusién Esta tesis
traduccional TetR-GFPmut2

pRRG56 SC101 Km Vector reportero con la proteina Esta tesis
mKate2

pRRG57 RK2 Amp pRRG8 expresando la proteina Esta tesis

GFPmut2 con la misma regién 5'UTR
gue en el caso de TetR
pRRG58 p15A Cm pBAD33 expresando la proteina Esta tesis
GFPmut2 con la misma regién 5'UTR
gue en el caso de TetR

pRRG62 RK2 Amp pPRRG8 expresando la fusion Esta tesis
traduccional TetR-mKate2
pRRG63 RK2 Amp Km Vector con la region de expresion Esta tesis

del plasmido pBAD33 y la reportera
del pUA66. Ambas regiones estan
separadas por el terminador
BBa_B1007. Expresa TetR-mKate2 e
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indica la actividad del promotor preta
mediante GFPmut2

pRRG65 SC101 Km Vector reportero de la actividad del  Esta tesis
promotor BBa_J23101

pRRG68 RK2 Amp pPRRG8 expresando la fusidn Esta tesis
traduccional TetR-GFPmut2

pRRG69 RK2 Amp Km Vector con la region de expresion Esta tesis

del plasmido pBAD33 y la reportera
del pRRG56. Ambas regiones estan
separadas por el terminador
BBa_B1007. Expresa TetR:GFPmut2
e indica la actividad del promotor
Pteta mediante mKate2.

pRRG74 RK2 Amp Vector que expresa TetR:mKate2 e Esta tesis
indica la actividad del promotor preta
mediante GFP con la misma
configuracién que en el sistema
natural del transposén Tn10

pRRG80 RK2 Amp pPRRG8 expresando la fusion Esta tesis
traduccional TetR-GFPmut2, con la
mutacidon A206K

pRRG81 RK2 Amp Km pPRRGE9 con el mutante Esta tesis
monomérico de GFPmut2

pRRG85 RK2 Amp pPRRG63 sin la secuencia de Esta tesis

TetR:mKate2. Control de la
actividad promotora de pteta.

pSEVA121  Rk2 Amp Vector de clonaje estdndar europeo  (Silva-Rocha et
al., 2013)
pUA6G6 SC101 Km Vector reportero con la proteina (zaslaver et al.,
GFPmut2 2006)
R100 IncFll Cm, Sm, Plasmido natural, contiene el (Sugino and
sulfonamida transposén Tn10 con el operén de Hirota, 1962)
, Tc resistencia a tetraciclina.

2.5. Métodos de clonaje

2.5.1.Extraccion y purificacion de DNA

Para la extraccién y purificacion de DNA se utilizaron varios kits comerciales, dependiendo de

la procedencia del mismo y de las necesidades del experimento.

-DNA plasmidico de cultivo: Para la obtencién de DNA plasmidico de una cepa se utilizd
“GenelET plasmid miniprep kit” de Fermentas, siguiendo el protocolo correspondiente
proporcionado por el fabricante. Este tipo de extracciébn es un paso necesario en la

construccion de clones y secuenciacion de esta tesis.
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- DNA total celular: Durante el desarrollo de esta tesis fue necesario Unicamente para la
comprobaciéon de recombinantes cromosémicos, siendo necesaria poca cantidad. Por ello se
utilizod la matriz “Instagene” de Bio-Rad, la cual proporciona DNA sin residuos de lisis celular

mediante un protocolo sencillo.

- Purificacién de DNA de un gel agarosa: Para purificar el DNA tras cortar una banda de un gel
de electroforesis se utilizd “GenelET gel extraction kit” de Fermentas, siguiendo el protocolo
del fabricante. Esta extraccién se usé en la construccién de clones y en la preparacién de

muestras para secuenciacion.

-Purificacion de DNA de una reaccién enzimatica: Se utilizdo “GenelET PCR purification kit” de
Fermentas, siguiendo el protocolo del fabricante. Esta extraccion se usd en la construccion de

clones.

2.5.2.Cuantificacion del DNA

La medicién de la concentracion de DNA obtenida en las extracciones se calculd a partir
de medidas de absorbancia a 260 nm utilizando el espectrofotémetro “NanoDrop 2000” de
Thermo Scientific. Siempre se comprobd la pureza del DNA extraido teniendo en cuenta la
relaciéon 260/280 nm (=1,8) y 260/230 nm (=2) ya que puede condicionar reacciones

posteriores.

2.5.3.Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Esta técnica de amplificacion de moléculas de DNA se empled con varios propdsitos en esta

tesis, en funcién de los cuales la metodologia y los materiales variaron.

En la amplificacion de moléculas de DNA destinadas al clonaje es de capital importancia que la
copia de dichas moléculas sea lo mas fiel posible. Por ello, se utilizaron polimerasas
comerciales de alta fidelidad. En general, se utilizaron la DNA polimerasa “Vent” de Biolabs,
para moléculas de longitudes inferiores a 4kb, y la “Phusion” de Thermo, para longitudes
superiores. En ambos casos se siguid estrictamente el protocolo proporcionado por el

fabricante.

Las PCRs empleadas para la comprobacién de clones se realizaron con una polimerasa
obtenida en nuestro laboratorio. La mezcla de reaccién con esta polimerasa fue: 5 ul de
tampdn para PCR 10x (500 mM KCl, 100 mM TrisHCI, 1 % Triton, pH 9), 2 ul de MgCl; 50 mM, 1
ul de mezcla de nucleétidos 10 mM total, 0,5 pl de cada cebador 100 uM, 0,5 ul de polimerasa,

la colonia bacteriana o el DNA a analizar y agua “Milli-Q” hasta un volumen final de 50 pl.
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Tres termocicladores fueron utilizados durante este trabajo: “UNO [I” de Biometra, “C1000
Thermal Cycler” de BioRad y “TProfessional Thermocycler” de Biometra. En general, el
programa utilizado, con modificaciones en funcion de la polimerasa usada y la molécula a

amplificar, fue:

i) Un paso inicial de desnaturalizacion de 5 minutos a 95 °C,

ii) 30 repeticiones de 3 pasos: 30 segundos a 95 2C, 30 segundos a la temperatura de

hibridacion DNA/cebador y 1 minuto por kb de DNA amplificado a 72 °C.
iii) Un ultimo paso de elongacidn 10 minutos a 72 °C.

iv) Mantenimiento de la reaccion a 4 eC.

2.5.4.Electroforesis de DNA en gel de agarosa
Esta técnica para separar fragmentos de distintos tamafios de DNA se empled con diferentes
objetivos, tanto para analizar resultados de PCRs, como para obtener fragmentos de DNA para
su uso en clonacion tras el corte de la banda adecuada del gel. Dependiendo de las longitudes
de las moléculas a discernir se emplearon geles de agarosa al 1 0 2%. La agarosa se disolvid en
tampon TBE 0.5x (Tris-HCl 45 mM, acido bérico 45 mM, EDTA 0,5 mM pH 8,2). Tras hervir y
disolver la mezcla correctamente y atemperar la solucidon hasta 60-70 C, se afiadid “SafeView
Classic” de ABM, en una proporcién de 5 pl por cada 100ml de agarosa. Las muestras de DNA
a cargar en el gel se mezclaron en una proporcién 5:1 con el tampdn de carga 6x (Azul de
bromofenol 0,25 % (p/v), glicerol 30 % (v/v) en tampdn TBE 0,5x). En funcidn de los tamafios
moleculares objeto de analisis se emplearon distintos marcadores moleculares: “HyperLadder
I” (BioLabs) para muestras de hasta 10 kb, y “Generuler 100bp DNA ladder plus” (Fermentas)
para tamafios entre 100 y 3000 bp. La electroforesis se realizd en cubetas horizontales de
BioRad sumergiendo el gel en tampdn TBE 0,5x, y aplicando voltajes entre 100-120 V. Los geles
se analizaron en un transiluminador de luz ultravioleta “Gel Doc 2000” (BioRad) y se analizaron

mediante el programa “Quantity One” (BioRad).

2.5.5.Digestion de DNA mediante enzimas de restriccion
Las enzimas de digestion empleadas en esta tesis pertenecen a la marca comercial Fermentas.
Se aplico el protocolo indicado por el fabricante, que en general se trata de una reaccion con
un volumen de 20 pl donde se mezclan 2 pl del tampdn de reaccién 10x, 1 ul de enzima, 500
ng de DNA y agua “Milli-Q” hasta completar. La incubacion se realizé a 37 2C durante una hora,

salvo para las enzimas “FastDigest” que necesitan 10 minutos. La inactivacidn de la enzima se
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realizé por calor en condiciones dependientes de la enzima, la mayoria durante 10 minutos a

65 2C.

2.5.6.Fosforilacion y desfosforilacion
La proporcion de moléculas de vector recircularizadas en una ligacidn tras un proceso de
digestién disminuye en gran medida si eliminamos los grupos fosfato terminales. Por ello, en
esta tesis se defosforilaron los vectores utilizando las fosfatasas alcalinas de Fermentas
“Shrimp alkaline phosphatase” y “FastAP thermosensitive alkaline phosphatase”. Se siguieron
los protocolos del fabricante, en general una reaccién de 20 pl de volumen con 1 pmol de DNA,
2 ul de tampdn, 1 pl de enzima y agua “Milli-Q”, incubada 30min a 37 2C (10 min en el caso de

“FastAP”).

Por otro lado, la ligacion del vector desfosforilado con el inserto pertinente tendra éxito
siempre y cuando este tenga sus extremos fosforilados. En insertos procedentes de una
digestién no es necesario, pero con moléculas procedentes directamente de una PCR se
procedid a la fosforilacién de los mismos. Para ello se utilizé “T4 polynucleotide kinase” de
Fermentas, siguiendo su pertinente protocolo: 1-50 pmol de DNA, 2 pl de tampdn, 2 ul de ATP
10 mM, 1 ul de enzima y agua Milli-Q hasta un volumen total de 20 pl incubado durante 20

min a 37 9C, e inactivando a 75 2C durante 10 min.

2.5.7.Reacciones de ligacion
Las reacciones de ligacién se realizaron con la “T4 DNA ligase” de Fermentas. El protocolo del
fabricante indica preparar la siguiente mezcla: 20-100 ng de vector, inserto en una relacién
molar de entre 1:1 y 5:1 frente al vector, 1 ul de ligasa, 2 ul del tampdn y agua hasta un
volumen total de 20 pl. Si la ligacidn era entre extremos romos se afiadié, ademas, 2 pl de
polietilenglicol 4000 al 50%. Si bien se indica realizar la incubaciéon 10 minutos a 22 2C,

generalmente se incubé durante la noche. Se inactivé la enzima a 65 C durante 10 min.

2.5.8.Transformacion por electroporacion

La transformacion de las cepas con DNA se realizé mediante electroporacién, dadas la alta

eficiencia del método (Dower et al., 1988) y las facilidades logisticas del laboratorio.

Para la preparacion de las bacterias electrocompetentes se crecieron cultivos en LB hasta una
ODg¢oo de 0,4-0,6, y tras exponerlas 30 min a hielo, se recogieron por centrifugaciéon a 3000 g
durante 15 min a 4 2C en una centrifuga “5810 R” de Eppendorf. A continuacidn, se realizaron

2 lavados en agua “Milli-Q” autoclavada y a 6 2C. Seguidamente se realizé un ultimo lavado,
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esta vez con glicerol 10% (v/v) también a 6 oC. Las centrifugaciones se realizaron a 3000 g
durante 15 min a 4 2C. Después del ultimo lavado, las células se resuspendieron en un volumen
de glicerol 10 % de tal manera que se concentrasen 100 veces respecto al volumen original del
cultivo. A continuacion se realizaron alicuotas de 50 pl que fueron congeladas inmediatamente

en un bafio de hielo seco. Estas alicuotas se conservaron a -80 2C hasta su empleo.

Por su parte, el DNA tiene que estar libre de sales. EIl DNA procedente de una purificacion se
empled directamente, pero el procedente de reacciones enzimaticas se microdializé antes de
su uso. La muestra de DNA se dejd reposar durante 30 minutos sobre un filtro de nitrocelulosa
“Millipore GS” de 0,05 um de tamafio de poro, que a su vez flota en una placa de Petri con

agua “Milli-Q”.

La transformacidon propiamente dicha se realizé mezclando una alicuota de células
competentes y el DNA deseado. Cuando se traté de DNA plasmidico purificado se usaron 1-2
ul, mientras que en el caso de una ligacidén se usé todo el volumen de la reaccion. Esta mezcla
se afiadidé en una cubeta de electroporacién de 0,2 cm “Gene Pulser” (BioRad), previamente
enfriada en hielo. Se sometid a un pulso eléctrico usando un electroporador “MicroPulser” de
BioRad utilizando el protocolo “Ec2” (2.5kV). Rapidamente esta mezcla fue resuspendida en 1
ml de medio LB estéril precalentado a 37 2C, se paso el resultante a un tubo Eppendorf de 1,5
ml y se incubd a 37 2C en agitacion durante 1-2 horas, en funcién de los genes de resistencia a
expresar. Finalmente, se plaquearon 200 ul del cultivo en una placa de Petri con LB agar y los

antibidticos adecuados para aislar los transconjugantes.

2.5.9.Método de ensamblaje isotérmico (Isothermal

assembly)
Aparte de la clasica metodologia de clonaje de corte con enzimas de restriccién y ligacidn en
esta tesis se han implementado procedimientos para la construccién de clones de reciente
desarrollo. El ensamblaje isotérmico en reacciéon Unica de multiples moléculas de DNA con
extremos coincidentes (Gibson, 2011) resulta una metodologia muy util a la hora de construir
dispositivos genéticos, y en el presente trabajo se utilizé para la construccién de plasmidos y la

fusién de proteinas.

El método se basa en la siguiente sucesién de reacciones (Figura 2-1): La exonucleasa T5
elimina nucledtidos del extremo 5’ de dos hebras dobles de DNA con secuencias terminales
solapantes. De esta manera, estas dos moléculas presentan extremos terminales

complementarios que se unen. Entonces la DNA polimerasa “Phusion” completa los huecos y
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la ligasa Tag une los cortes. Toda la reaccidn se realiza a 50 2C; las 3 enzimas funcionan
correctamente pero la exonucleasa se va inactivando a esa temperatura lo que evita que

degrade mas DNA del necesario.

L 1] Figura 2-1. Proceso  de
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Actividad ligasa libres y la ligasa sella las mellas.

~
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Mediante este procedimiento se pueden ensamblar varios fragmentos de DNA, llegando

incluso a cerrar una molécula circular, y por lo tanto, se puede construir un vector.

El procedimiento experimental llevado a cabo partiéo de PCRs para conseguir los fragmentos
con los extremos cohesivos. Los amplificados se corrieron en gel y se purificaron las bandas

adecuadas.

Se prepararon 6 ml de tampdn mezclando 3 ml de 1M Tris-HCl pH 7,5, 150 ul de 2M MgCl, 60
pl 100 mM dGTP, 60 ul 100 mM dCTP, 60 ul 100 mM dTTP, 60 pl 100 mM dATP, 300 ul 1M
DTT, 1,5 g PEG 8000, 300 ul 100 mM NAD y agua “Milli-Q” hasta el volumen total. Se dividié en
18 alicuotas de 320 ul, siendo congeladas a -20 2C para su posterior uso. Utilizando una de
estas alicuotas se prepard la mezcla de reaccién afiadiendo 1,2 ul de exonucleasa T5
(Epicentre), 20 ul de polimerasa “Phusion” (Thermo), 160 pl de ligasa Tag (BiolLabs) y 700 ul de
agua “Milli-Q”. Se prepararon alicuotas de 15 pl en tubos de PCR y se guardaron a -20 eC

(siendo recomendable usarlas antes de un mes).

El siguiente paso fue mezclar en un volumen de 5 pl los distintos fragmentos a la misma
concentracién molar. Si se estaba construyendo un vector se utilizé como referencia el uso de
aproximadamente 100ng del fragmento portador del origen de replicacién y/o la resistencia
antibidtica. Estos 5 pl se afadieron a una de las alicuotas de mezcla de reaccién congeladas y

se incub6 la mezcla durante una hora a 50 2C.

Por ultimo, el vector resultante se introdujo en la cepa deseada mediante electroporacion,

microdializandolo o purificandolo previamente.
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2.5.10. Recombinacion cromosdmica con productos de

PCR: método Datsenko-Wanner
Durante esta tesis fue necesaria la insercion de ciertas construcciones genéticas en el
cromosoma bacteriano. Para ello se siguid un protocolo basado en el trabajo descrito por
Datsenko y Wanner (Datsenko and Wanner, 2000). El método recombina un fragmento de
DNA producto de una PCR en el genoma bacteriano. El lugar de recombinacién se determina
mediante unas secuencias en los extremos del amplicén que son homdlogas a las secuencias
donde se pretende que ocurra la recombinacion. Para completar este proceso es necesario
tener una cepa que exprese el sistema de recombinacién A Red, pudiendo estar codificado en
un plasmido o en el propio cromosoma celular. En este trabajo se opté por la cepa TB10 que
presenta el sistema de recombinacién insertado en el genoma ya que tiene una eficiencia de 5
a 10 veces mayor que la opcion del plasmido, aunque después de la recombinacidn es
necesario realizar una transduccion de la insercidn a la cepa definitiva. La expresion de este

sistema es dependiente de temperatura, se reprime a 30 2C y se induce a 42-45 °C.

\ PCR del fragmento a recombinar

Cromosoma 1
s = prAmolde

Cebador con extremo
< homédlogo
Recombinacion Transformacion de la cepa
mediada por la TB10 con el amplicdn
recombinasa A
Red

Fragmento introducido entre
las regiones homdlogas

Figura 2-2. Proceso de recombinacién empleado en la tesis. Mediante PCR se genera el fragmento de DNA que se
quiere insertar en una determinada localizaciéon (representado por un rectangulo verde). En los extremos 5’ de los
cebadores se afiade una secuencia de unos 50 nucledtidos (representado por lineas naranjas), que se corresponde
con la regién donde tendra lugar la insercidon. Cuando la cepa TB10, que contiene la recombinasa A Red, es
transformada con el amplicén, la recombinasa lleva a cabo una recombinacion sitio especifica que conduce a la
insercion del amplicon en la localizacion deseada.

El primer paso de este método (Figura 2-2) fue la produccién del fragmento a insertar en el
cromosoma mediante una PCR. Dado que este DNA tiene que tener los extremos homélogos al
cromosoma, es de principal importancia el disefio de unos cebadores con unas colas de
aproximadamente 50 nucleétidos de homologia con el lugar de insercion. Ademas, debe

acarrear algun tipo de marcador antibidtico para aislar las células recombinantes. A
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continuacién, se digirié el amplificado con Dpnl para eliminar posibles moléculas del molde y

se purificd mediante electroforesis en gel para evitar fragmentos inespecificos.

Se prepararon células electrocompetentes de TB10, siguiendo un protocolo similar al descrito
previamente. La principal diferencia fue que el cultivo se realizé a 30 2C para silenciar la
expresion del sistema de recombinacidn. Se partié de un cultivo saturado, diluyéndolo 1:70 y
se crecid hasta una ODey de 0,4. En ese momento se indujo la expresidon del sistema de
recombinacién cambiando el cultivo a una estufa precalentada a 42 2C, incubandolo durante
exactamente 15 min. El ultimo paso fue lavar las células en agua fria estéril. En este caso, la

conservacién de las células para un posterior uso no es recomendable.

100 pl de células competentes se mezclaron con 10-100 ng de amplificado y se electroporaron,
para a continuacién resuspenderlas en 1 ml de medio LB o SOB. Se realizaron dos controles
negativos en la electroporacién: uno con células inducidas sin DNA, y otro con células sin
inducir y DNA. Se incubaron durante 2-3 horas a 30 2C con agitacién y se plaguearon 200 ul de
los cultivos. El cultivo restante se plaqued al dia siguiente tras crecerlo durante la noche. Los
recombinantes son especialmente sensibles a los antibidticos, por lo que las placas se

prepararon a la mitad de concentracion antibidtica habitual.

De las colonias obtenidas se realizaron dos siembras por estria consecutivos para garantizar el
aislado de las cepas con la recombinacion. Esta vez se utilizd la concentracién antibidtica

habitual. Finalmente se comprobaron las inserciones por PCR y secuenciacion.

El Ultimo proceso de este método fue la transduccion de la recombinacidn desde la cepa TB10
a la cepa BW27783 mediante el fago P1. Partiendo de un cultivo saturado de las células de
TB10 recombinantes, se realizé una diluciéon 1:100 en 5 ml de LB suplementado con CaCl, 5mM
y glucosa al 0,2 %. Se cultivé durante una hora a 30 2C y se inoculd con 100 pl de lisado de P1.
Se incubd unas 3 horas hasta que el cultivo presentase una apariencia de lisado. Se afiadieron
100 pl de cloroformo y se agité con vortex. Esta mezcla se centrifugd y se guardd el

sobrenadante, donde permanece el nuevo fago P1 con el DNA recombinante, a 4 °C.

El siguiente paso fue una segunda infeccién, esta vez con el P1 con el DNA deseado en la cepa
BW27783. Se centrifugd 1 ml de cultivo saturado de BW27783 se resuspendié en 1 ml de LB
mas 100 mM MgSO, y 5 mM CaCl; .Se prepararon 4 incubaciones: 100 ul de lisado P1 + 100 pl
de células receptoras; 100 pl de lisado P1 diluido 1:10 + 100 pl de células receptoras; 100 ul de
LB + 100 ul de células receptoras; y 100 pl de LB + 100 pl de lisado P1. Tras media hora de
incubacién a 37 9C se afiadieron 200 pul de citrato de sodio (1 M, pH 5,5) y 1 ml de LB y se
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incubd una hora mas. Se centrifugaron las incubaciones, resuspendiéndolas en 180 ul de LB y
20 pl de citrato de sodio, y se sembraron en placas de LB agar con los antibidticos adecuados.
Como en la infeccién anterior, de las colonias obtenidas se realizaron dos aislados
consecutivos, esta vez afiadiendo ademas citrato de sodio a las placas, y se comprobaron las

inserciones por PCR y secuenciacion.

2.5.11. Mutacion sitio especifica
En esta tesis fue necesario realizar una mutacién puntual en la proteina GFP, para ello se
adapto la metodologia “QuickChange” de Stratagene. Este método permite cambiar varios de
nucledtidos de la secuencia de un plasmido, para ello sélo es necesaria una PCR de la que se
obtiene directamente una molécula circular de DNA. Para ello es imprescindible el uso de una
DNA polimerasa que no provoque desplazamiento de cadena, pero a pesar de lo indicado por
los fabricantes es una propiedad que se manifiesta habitualmente. Por ello, en este trabajo se
modificé dicho método, generando una molécula lineal de DNA con extremos romos que

posteriormente fue ligada y convertida en circular (Figura 2-3).

El quid del método radica en el disefio de los cebadores para realizar una PCR con el cambio
que se quiere realizar en su secuencia. En el presente trabajo solo uno de los oligonucledtidos
llevaba la secuencia mutante, mientras que el cebador reverso era un oligonucleétido normal
que hibridaba en el pladsmido justo donde acababa el cebador directo. La molécula lineal
resultante se sometié a una reaccién de ligacién y se tratdé con Dpnl para eliminar el DNA
molde. Finalmente, la molécula resultante se introdujo mediante electroporacion en la cepa

deseada.
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Método Figura 2-3. Mutagénesis dirigida
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2.5.12. Secuenciacion de DNA

La correcta construccion de todos los vectores y cepas de esta tesis fue verificada mediante
secuenciacién. Se utilizé el servicio de secuenciacién Sanger de la empresa Stab Vida llamado
“You Tube It”. Los plasmidos fueron enviados directamente siguiendo las instrucciones de
dicho servicio, mientras que para la comprobacién de las cepas se realizaron PCRs de las

regiones modificadas y dichos amplificados fueron enviados a secuenciar.

2.6. Construccion de dispositivos para el analisis de

la regulacion transcripcional

El planteamiento basico de los experimentos en esta tesis fue la medida y cuantificacién del
cambio de la actividad transcripcional de un promotor en funcidon de la concentracion de su
proteina reguladora. Por lo tanto, su aplicacién necesitd cuantificar la actividad promotoray a

su vez controlar la cantidad de regulador de un cultivo en crecimiento.

La mediciéon de la actividad transcripcional se realizé mediante fluorimetria de la GFP
expresada por el promotor en un cultivo (Zaslaver et al., 2006). Por otro lado, la cantidad de
regulador transcripcional presente en el cultivo se controlé usando el sistema de expresién del
operodn de la arabinosa. Este operdn responde a dos sefiales para su activacion, la arabinosa y
el AMP ciclico (Schleif, 2000). La proteina reguladora AraC se comporta como un represor en
ausencia de arabinosa, pero al unirse a esta molécula cambia su conformacién e induce la

actividad desde pgap. El CAMP, por su parte, actia como coactivador al unirse a la proteina
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reguladora CRP. En este estado CRP se une al promotor y aumenta su actividad. Ademas, se
utilizd la cepa BW27783, un mutante para los transportadores de arabinosa en el que la
concentracién extracelular de la arabinosa es proporcional a la intracelular. Aprovechando
estas caracteristicas se pudo modular la cantidad de regulador producido afadiendo diferentes
cantidades de arabinosa, se consiguié que concentraciones crecientes del inductor arabinosa
en el medio supusieran crecientes niveles de expresion de regulador en la célula.
Conjuntamente, se utilizé glicerol o glucosa como fuente de carbono para modificar los niveles

de cAMP celular.

Légicamente, el primer paso para el andlisis fue la construccién de los sistemas que luego se
iban a medir. Previamente al inicio de cualquier construccién, se planificé el proceso de clonaje
y se disefid la molécula de DNA en el programa “Vector NTI” de Invitrogen. En primer lugar se
planearon dos plasmidos, uno seria el reportero y el otro el vector de expresion del regulador.
Por un lado se amplifico el gen tetR del plasmido R100 con TetRKpnl y TetRHindlll como
cebadores. En el oligonucledtido directo, TetRKpnl, se afiadi6 ademas la secuencia 5’UTR
presente en el vector pET-3a. Se digirieron el amplificado y el vector pBAD33 con las enzimas
Kpnl 'y Hindlll, y ligando este inserto y el vector se consiguié el pPRRG1. Asimismo se construyd
pRRG58; se clond el gen gfp en pBAD33, esta vez usando GFPKpnl y GFP2Hindlll como
cebadores. Por otro lado, se realizé otra PCR con los cebadores pTetAlXhol y pTetA2BamHI y
R100 como molde, amplificando la region promotora del gen tetA. Mediante las enzimas Xhol
y BamHI se digirieron tanto el amplicén como el vector pUAG6, y se ligd el inserto con el vector

generando el vector pRRG13.

A continuacidn, se considerd necesario construir una fusion traduccional de TetR y mKate2. Se
disefid uniendo la proteina mKate2 al carboxilo terminal de TetR mediante un conector flexible
compuesto por la cadena peptidica Ser-Gly-Gly-Gly-Gly (Chen et al, 2012). Dada la
complejidad de la estructura final se planed su construccion mediante el ensamblaje
isotérmico de tres fragmentos. Dos fragmentos fueron de producto de PCRs: una con los
cebadores isomkatefusdir e isomkate_rev y pRAF22 como molde, amplificando el gen mkate2;
y la segunda con los cebadores isotetRfusrev e isotetRfus_dir y R100 como molde,
amplificando tetR. El tercer fragmento en cambio consistié en el vector pBAD33 linealizado
mediante digestion por Xbal. Su ensamblaje dio como resultado el pRRG54. Siguiendo el
mismo proceso, pero con los cebadores gfpfusion_dir y gfpfusion_rev para amplificar gfp e

isotetRfus_dir y tetRgfpfusion_rev para amplificar tetR, se construyé el vector pRRG55.
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Como en este ultimo vector GFP estaba fusionada a TetR, hubo que construir un vector
reportero con mKate2. Se realiz6 una PCR con los oligonucleétidos pCSmkate dir vy
pCSmkate_rev con pRRG13 como molde. Por otro lado, se amplifico mkate2 de pRAF22 con

ptetAmkate_dir y ptetAmkate_rev. Su ensamblaje isotérmico resulté en el vector pRRG56.

Posteriormente se decidid bajar el nimero de copias del vector de expresion. Se disefiaron los
oligonucleétidos pBADSEVA1 y pBADSEVA2 para amplificar la region de expresion de pBAD33,
desde araC hasta el terminador. De esta manera, se pudo amplificar cualquier clon realizado
previamente en el MCS de pBAD33. Tras digestién por Pacl y Spel y ligacidn del inserto y del
vector pSEVA121, se consiguié el vector con menor nimero de copias. De esta manera se

construyeron, entre otros, pPRRG9, pPRRG57, pRRG62 y pRRG68.

En un siguiente paso se decidié unificar el sistema reportero y el de expresién en un mismo
vector (Figura 2-4). Se amplificaron las regiones de los vectores reporteros que contenian el
promotor, la proteina fluorescente y la resistencia antibidtica y se clonaron en los vectores de
expresion de bajo nimero de copias correspondientes. Ademds mediante esa PCR se afiadio el
terminador BBa_B1007, que quedaria en mitad de las dos regiones aislandolas. Como ejemplo,
en el caso de la construccién de pRRG63, se amplificé la regién reportera de pRRG13 con
pUAG66terB1007 y ptetAGFPKm_revPacl y se introdujo en el pRRG62 mediante corte con Pacl y

ligacion.

Mencién aparte merece pRRG74, plasmido disefiado como indicador de la actividad del par
regulador/promotor en el operdn tet. Se disefid conservando la configuracidn y secuencia que
presentan tetR, pretr Y Preta €N TN10. Para cuantificar TetR se fusiond a mKate2 y GFP se utilizd
de reportera de la actividad de pteta. Siguiendo el disefio se amplificd: el gen mkate2 con los
cebadores pRRG74_mkatedir y pRRG74_mkaterev; el gen gfp con pRRG74_GFPdir vy
pRRG74_GFPrev; y la region del operdn tet de Tn10 con pRRG74_ptetArev y pRRG74_TetRrev.

El ensamblaje de estos tres fragmentos generd el vector pRRG74.
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Figura 2-4. Representacion de los dispositivos genéticos empleados y proceso de construccion del sistema unificado
en plasmido y en cromosoma. Los origenes de replicacién de cada vector se representan con cajas grises; los genes
de resistencia a antibidticos, con cajas amarillas; los genes de reporteros fluorescentes, en verde; el represor de
estudio, por una flecha blanca con borde azul. La regién que contiene el gen reportero bajo el promotor preta Y €l
marcador de resistencia Km® se amplificé por PCR a partir del vector reportero, con extremos digeribles por el
enzima de restriccion Pacl. Dicho fragmento se inserté en el Unico sitio Pacl del vector de expresién, dando lugar al
vector unificado. Mediante PCR se obtuvo un fragmento que contenia, tanto la regidon reportera previamente
integrada, como el sistema araC — peap — gen represor de peta. Este cassette represor-reportero se inserté de
manera sitio-especifica en el cromosoma.

Todos estos vectores se metieron en E. coli BW27783 mediante electroporacién, generando las

cepas con las que se analizaria la actividad transcripcional.

Como ultimo planteamiento, se decidié introducir las construcciones en el cromosoma de E.
coli BW27783, en el locus del operén de la arabinosa. Para ello, se realizaron PCRs que

amplificaban las regiones reporteras y de expresion de los plasmidos unificados, y siguiendo el
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protocolo descrito en la seccidon 2.5.10, se recombinaron en TB10 y posteriormente se

transdujeron a BW27783.

2.7. Cuantificacion de la actividad transcripcional

mediante fluorimetro

La actividad de un promotor en funcién de la cantidad de su regulador transcripcional en un
cultivo en crecimiento se midié siguiendo el método detallado en (Fernandez-Lopez et al.,

2010).

Los cultivos que contenian el sistema de cuantificacidn se crecieron en M9 suplementado con
casaminoacidos (0,2%) y glicerol o glucosa (0,5%) en presencia de los antibidticos adecuados
hasta fase de saturacion. A continuacion, se diluyd el cultivo 1:10000 y 150 pl se aifadieron a
los pocillos de una placa microtiter de 96 pocillos transparente (Deltalab)(Figura 2-5.A). En
funcién del experimento a realizar, se generaron gradientes de arabinosa a lo largo de las filas,
habitualmente de 16 a 0 uM. Dado el nimero de pocillos, diferentes cultivos y controles

pudieron ser analizados en una misma placa.

Figura 2-5. Medicion de la
actividad  transcripcional en
fluorimetro. (A) Placas de 96
pocillos se utilizan para realizar
medidas de distintos cultivos y
condiciones al mismo tiempo.
(B) La medicién y el cultivo se
realiza en un fluorimetro
Victor3. (C) Se obtienen valores
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Estas placas se incubaron durante 14 horas en un fluorimetro Victor3 (PerkinElmer) a una
temperatura de 37 2C con agitacidn orbital (Figura 2-5.B). La fluorescencia y la absorbancia
fueron medias cada 7 minutos para cada pocillo. Dada la temperatura de incubacién, el medio
se evaporaba, de modo que hubo que contrarrestarla afiadiendo agua cada tres ciclos de

medida.
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Los datos de absorbancia no se correspondian con la habitual escala de ODgoo por lo que se les
restd el fondo obtenido de lecturas de medio sin células y se transformaron mediante una
curva de calibracién obtenida mediante valores del fluorimetro y un espectrofotémetro
(Shimadzu UV-1603). Las medidas de fluorescencia también presentaban una lectura de fondo.
En este caso la propia cepa presentaba autofluorescencia, por lo que a los valores medidos se
les restd el valor equivalente a un cultivo sin GFP, en su mismo estado de crecimiento en
funcion de la ODgoo. Se relativizd la fluorescencia frente al crecimiento (GFP/ODeoo)(Figura
2-5.C) y se contabilizaron los valores en la fase exponencial de crecimiento celular, siendo su

media la actividad promotora en cada cultivo (Figura 2-5.D).

2.8. Cuantificacion de la actividad transcripcional

mediante microscopia de fluorescencia

Las construcciones para el estudio de la actividad transcripcional también se analizaron
mediante microscopia de fluorescencia. En este caso, en lugar de medir las células a lo largo de
su crecimiento se optd por hacer medidas puntuales de cultivos en fase exponencial para cada
condicion de interés, es decir en presencia de glicerol o glucosa y a distintas concentraciones

de arabinosa.

2.8.1.Adquisicion de imagenes
Cultivos saturados en M9 con los antibidticos y las condiciones deseadas se diluyeron 1:1000
en el mismo medio y se dejaron crecer 2-3 horas. En ese momento, se recogieron 2 ul y se
depositaron sobre un pad de arabinosa. Estos pad se prepararon pegando un marco “Frame-
Seal Incubation chamber” (BioRad) sobre un portaobjetos (VWR), formando una cavidad de 65
pl. En ella se afiadieron 200 ul de M9 suplementado con arabinosa al 1,5 % (con las mismas
condiciones en las que el cultivo correspondiente hubiese crecido). Fue necesario realizar este
paso con el medio caliente, para que la arabinosa estuviese en estado liquido. Inmediatamente
después de afiadir M9 agarosa en el centro del espacio dejado por el marco, se depositd otro
portaobjetos sobre el primero, para conseguir un gel nivelado y liso. Tras media hora
dejandolo reposar y solidificar se retird con cuidado el portaobjetos superior. Usando un
bisturi se corté un cuadrado de unos 0,25 cm? del gel de agarosa. Este cuadrado se mantuvo
en el portaobjetos, retirandose la agarosa restante. En este cuadrado se depositaron los 2 ul
de cultivo, y se dejaron secar unos 5 minutos, tras los cuales se colocd un cubreobjetos (24x24

mm N21 de VWR) sobre el marco, sellandolo con precaucién.
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Las muestras, preparadas en los pads sellados, se observaron en un microscopio invertido de
epifluorescencia Leica AF6500. El microscopio contaba con cabina de incubacién, de tal

manera que las muestras siempre permanecieron en crecimiento a 37 C.

Las imagenes se adquirieron con un aumento de 63x mediante el objetivo “HCX PL S-APO 63x
1,30 Qil”. Se adquirieron imagenes en contraste de fases y en dos canales de fluorescencia,
roja y verde. Se utilizaron los filtros correspondientes para la longitud de onda de emisién y
excitacion de las proteinas fluorescentes: (Ex. 562/40 - Em. 641/75) para mKate2, y (Ex. 482/18
- Em. 520/28) para GFP. Asimismo, se aplicaron diferentes tiempos de exposicidon en funcidn
de la intensidad de la fluorescencia de las muestras. La fuente de luz externa EL6000 de Leica,
equipada con una lampara de vapor de mercurio (HXP Short Arc Lamp de Osram), fue utilizada
para la excitacién de la fluorescencia. Se empled a su maxima intensidad. Ademads, debido a
que los fluoréforos se degradaban con la luz, se conservo una distancia de 4 campos entre una
posicién de toma de imagen y la siguiente. Las imagenes se obtuvieron mediante la cdmara de

alta velocidad de 12bits Andor iXon885.

Todo el manejo del equipo y la adquisicion de imagenes se realizaron desde un ordenador con

el programa “LAS AF” de Leica.

2.8.2.Tratamiento de imagenes
Las imagenes obtenidas se exportaron a formato “tif” y se analizaron usando el software
MATLAB de MathWorks. A continuacién se procedié a cuantificar la intensidad de

fluorescencia en cada canal para cada célula. Para ello se llevaron a cabo varios pasos:

Correccion de campo plano
Debido a las propiedades de las lentes la luz no llega de manera homogénea a todos los pixeles
de la cdmara. Esto ocurre con una curvatura que presenta su maximo en el centro del campo.
Se realizaron varias imagenes de campos vacios con las configuraciones del microscopio vy la
cdmara que se utilizaron con las muestras. Estas imdgenes vacias sirvieron como descriptor de
esta aberracién y realizando una media de todas ellas se obtuvo una matriz de correccidn.
Aplicando esta matriz a las imagenes a analizar se consiguid una sefial homogénea en todo el

campo (Figura 2-6).
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Figura 2-6. Correccidon de campo plano. Se observa cémo el perfil de la imagen cambia de curvado a plano tras la
correccién. A la izquierda se muestra una imagen tipica de fluorescencia en el canal del rojo. Se trazé una linea
indicada en verde en la figura, y se obtuvieron los valores de fluorescencia para cada punto ubicado sobre la linea.
En la parte superior derecha, se representan la intensidad de los puntos ubicados sobre la linea verde en relacion
con la distancia a la que se encuentran de la esquina superior izquierda. En la parte inferior derecha, se muestran
los valores obtenidos tras aplicar la matriz de correccion.

Segmentacion
A definir qué area de una imagen corresponde a cierto objeto se le llama segmentacion. En
este trabajo se utilizd el programa “MicrobeTracker” (Sliusarenko et al., 2011) para delimitar el
area que correspondia a cada bacteria en las imagenes de contraste de fases. Se configuraron
los parametros del programa para obtener la mejor calidad de segmentacion. Aun asi, el
programa cometia muchos errores con nuestras imagenes por lo que todas las segmentaciones
automaticas hubo que corregirlas y depurarlas manualmente. Asi se obtuvieron las llamadas
mallas de segmentacién, es decir, el conjunto de areas que definen las células. Al mismo
tiempo, utilizando dichas mallas en los demds canales, se computd el nivel de fluorescencia de
cada célula, sumando las intensidades de los pixeles dentro del area delimitada (Figura 2-7).
Ademas, se detectd y restd la sefial de fondo con una herramienta que lleva el propio

“MicrobeTracker”.
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Figura 2-7. Segmentacién con MicrobeTracker. La imagen ubicada en la izquierda de la figura muestra un campo
obtenido en contraste de fases. La imagen central indica la segmentacidon automadtica obtenida tras aplicar
MicrobeTracker, con las células contorneadas en amarillo. Las imagenes de la derecha muestran las mascaras de
segmentacion sobre el canal del rojo (superior) y del verde (inferior).

Desplazamiento de la fluorescencia
Las distintas longitudes de onda atraviesan de manera distinta la dptica de un microscopio,
debido a la refraccidn, por lo que se producen efectos de desplazamiento entre los distintos
canales analizados. Esto es un problema si vamos a tomar un canal como referencia a la hora
de analizar déonde estan los objetos en los demds canales. En este estudio se observé que la
imagen de las bacterias en contraste de fase no se superponia perfectamente con su imagen
en los canales de fluorescencia. Contrariamente a lo esperado, el desplazamiento no era
sistematico, no en todas las células ocurria ni en la misma direccién ni en el mismo grado. Esto
ocurria debido no solo a la refraccidn, sino también a imperfecciones en la superficie de los
pads y a las diferentes disposiciones de las células. Al no seguir un patrdn la solucidn resultaba
excesivamente compleja. Se analizé la pérdida de sefial de las células en los distintos canales,
comparandola respecto a un andlisis corregido manualmente (Figura 2-8). Se llegé a la
conclusién de que la pérdida de sefial era proporcional y constante en todos los canales, de tal
manera que la relacidn entre las intensidades de las distintas fluorescencias no variaba. Por lo

tanto, y dada la complejidad de la correccidn, se opté por no realizarla.
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Figura 2-8. Correlacion de la fluorescencia cuantificada con el desplazamiento corregido y sin corregir. En el eje
horizontal se muestra la fluorescencia obtenida mediante la segmentacién automatica de MicrobeTracker sin
corregir en el canal verde de fluorescencia. En el eje vertical se representa la fluorescencia obtenida tras la
correccién manual del desplazamiento. Se muestran los datos para 750 células con el vector pRRG63.

Escalado
El rango de intensidades de fluorescencia que fue necesario medir no se pudo caracterizar con
un mismo tiempo de exposicién para todos los casos, ya que algunos valores quedaban por
debajo del nivel de deteccién mientras que otros saturaban la sefal. Consecuentemente, se
aplicaron diferentes exposiciones para los diferentes niveles de actividad esperados. Para
poder unificar en una misma escala los valores obtenidos con distintos tiempos de exposicion
se midieron como controles unas esferas con fluorescencia predefinida (“Rainbow Fluorescent
Particle Slide” de Spherotech). Con los datos dados por estas esferas, se calculd la relacién
entre los valores de las distintas exposiciones (Figura 2-9). Ademds, se observd que
relativizando el valor de fluorescencia frente al tiempo de exposicién los valores se

correspondian entre tiempos de exposicién diferentes en menos de un orden de magnitud,

aplicdndose posteriormente para el analisis de datos de las bacterias en crecimiento.
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Figura 2-9. Control de los niveles de deteccion de fluorescencia y su escalado con las esferas de calibracion. (A) El
eje horizontal muestra el logaritmo en base 10 del tiempo de exposicidon en ms. El eje vertical muestra los valores de
fluorescencia obtenidos para cada exposicién normalizados por el valor obtenido a los 10 ms. (B) Regresion lineal de
los valores representados en (A). (C) Nueve imdagenes de un campo. La primera corresponde a la imagen de
contraste de fases. Las siete siguientes corresponden a tiempos de exposicién de 10, 20, 50, 100, 1000, 8000 y
10000 ms. La ultima imagen (inferior derecha) corresponde a la superposicion de las ocho imagenes anteriores.

2.9. Simulaciones y analisis computacional

2.9.1.Ecuaciones maestras
Dentro de la célula, las moléculas que regulan los procesos de transcripcién y traduccidn estan
presentes en bajo nimero de copias, lo que produce un alto grado de estocasticidad en la
sintesis y degradacion de mRNAs y proteinas (Elowitz et al., 2002; Ozbudak et al., 2002;
Paulsson, 2004). Los modelos cldsicos que utilizan ecuaciones diferenciales ordinarias (ODEs)
asumen concentraciones continuas de los componentes, y no son, por tanto, adecuados para
capturar la dindmica probabilistica de la transcripcién y la traduccién. La forma mas directa de
abordar estos procesos consiste en considerar que mMRNAs y proteinas varian sus
concentraciones de forma discreta, en unidades o multiplos de unidades (Ozbudak et al., 2002;
Paulsson, 2004). Para describir esta situacion, consideramos al sistema de estudio como
compuesto de n dimensiones, donde n es el nUmero de especies analizadas. Si analizamos,
por ejemplo, la dindmica de un mRNA y su proteina correspondiente, utilizaremos dos especies
(x1 para el mMRNA 'y x, para la proteina, por ejemplo). Describimos el sistema asignando valores
a cada una de las dimensiones, de tal forma que si existen c posibles valores para cada una de
las especies, el sistema en cada momento del tiempo toma un valor de los ¢™ estados posibles.

Para representar un sistema de mRNA y proteina utilizariamos, por tanto, una matriz X;;
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donde el subindice i nos informaria de la concentracidon de mRNA y el subindicej de la
concentracién de proteinas (Figura 2-10.A). Puesto que el sistema tiene un numero finito de
estados, a cada uno de estos estados se le puede asignar una probabilidad P(X;;), y lo que nos
interesa es el cambio en esa probabilidad con respecto al tiempo dP(X;;)/dt. A las ecuaciones
que describen la variacién temporal de probabilidad de un sistema de encontrarse en un
estado dado, las denominamos ecuaciones maestras (CMEs) (Van Kampen, 2007), vy
constituyen la principal herramienta tedrica que utilizaremos para desarrollar los modelos

computacionales en esta tesis.
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Figura 2-10. (A) Esquema de un proceso de Markov en dos dimensiones (x,y). Cada rectdngulo representa un
estado posible del sistema. Las flechas indican las transiciones elementales entre estados. Representado sobre el
plano de fases (derecha), un proceso de Markov en dos dimensiones toma la forma de un paseo aleatorio sobre una
malla. Durante un tiempo t el sistema progresa desde su estado inicial al estado final (puntos rojos) a través de
transiciones discretas (flechas negras). Una vez en un estado dado, las posibles transiciones del sistema (flechas
rojas), son independientes de la trayectoria que el sistema siguidé hasta llegar a ese punto. (B) Trayectorias del
sistema de CMEs (Ecuacién 2-11) correspondientes a un regulador y su promotor regulado.

Una CME constituye una ecuacion diferencial en el tiempo para la probabilidad del sistema de
encontrarse en un estado dado. A diferencia de los modelos de ODEs, las CMEs consideran
tiempo y probabilidad como las Unicas variables continuas y diferenciables. Se expresan por
medio de reacciones elementales: aquellos procesos fundamentales que producen un cambio
en el sistema. Por ejemplo, supongamos un mRNA que se produce a una tasa constante (un
promotor no regulado) y se degrada de forma convencional, siguiendo una cinética de primer

orden. En ese caso escribiriamos:
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Ecuacion 2-1. Reacciones
elementales de la CME para el
cambio en la concentracion de

Bx1 .,
x, — x; — 1; Degradaciéon de un mRNA un mRNA.

2
x; — x1 + 1; Sintesis de un nuevo mRNA

Esta CME indica que los mRNAs se producen de uno en uno con una tasa constante, 4, y se
degradan por medio de una cinética de primer orden con una tasa fSx;. A partir de estas
reacciones, podemos expresar la CME que describe la probabilidad de que el sistema se

encuentre con una concentracion determinada de mRNA:

dP(x)¢
“dr = AP(x — D¢—ge + Bx1P(x + Vgt — AP(X)¢—qr — Bx1P(X)¢—ar

Ecuacidn 2-2. CME para la concentracion de mRNA.

Esto es, el cambio en probabilidad de que la célula tenga una concentracion de mRNA x; en el
momento t corresponde a:

- La probabilidad P(x) de que el sistema entre en esa concentracién particular x en el
intervalo de tiempo dt. Esto es igual a la tasa de sintesis A4, multiplicado por la
probabilidad de que el sistema se encuentre en la concentracion x — 1 (puesto que la
sintesis produce una molécula masy x —1 4+ 1 = x), sumado a la tasa de degradacidn
B(x + 1) multiplicado por la probabilidad de que el sistema se encuentre en el estado
x + 1. Esto es, para cada valor de x, el sistema puede llegar a él bien produciendo una
molécula desde el estado x — 1, bien degradando una molécula desde el estado x + 1.

- A la probabilidad de que el sistema entre en x desde x — 1 o desde x + 1 hay que
restarle la probabilidad de que el sistema ya se encontrase en el estado x, y salga de él,

bien por sintesis (AP (x)), bien por degradacién (BxP(x)).

En general, cuando consideramos una Unica dimensidon o variable de estado, una CME

adquiere la forma:

dP(x)¢
— = Zrkp(x_sk) _Zrkp(x)
dt
k k
Ecuacidn 2-3. CME para una variable o estado.
Esto es, si tenemos k reacciones, cada una de ellas con una tasa 1y y produciendo un nimero
de moléculas s, el cambio en la probabilidad de que el sistema se encuentre en el estado x es
igual a la suma de todos los flujos de entrada (desde los estados apropiados x — s;) menos la
suma de todos los flujos de salida desde el propio estado x. Las tasas de cambio 73, pueden ser
funciones explicitas del tiempo t, pero a menudo 7, es una funcidn Unicamente del estado del

sistema. Decimos entonces que el sistema experimenta transiciones sin memoria, esto es, la
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probabilidad del sistema de cambiar del estado x a un estado x + s, no depende de la
trayectoria que el sistema experimenté hasta llegar ax. A este tipo de procesos se le

denomina Procesos de Markov (Van Kampen, 2007).

2.9.2.Procesos de Markov y algoritmo de Gillespie
Los modelos estocasticos de los procesos de transcripcidn/traduccién asumen que la
produccion y la degradacion de las moléculas participantes (MRNAs y proteinas) pueden

representarse como reacciones elementales (Paulsson, 2004):

Tk
xX—>x+ S

Ecuacion 2-4
En estas reacciones, los componentes del sistema cambian en forma de nimeros enteros Sy,
de acuerdo a las tasas . Tanto r como S, son especificos para cada reaccién k del sistema.
Con frecuencia S;=1, de tal forma que las variables de estado cambian de unidad en unidad,
aunque S puede tomar valores mayores de 1 (burst size, o tamafio de la rafaga) cuando una
misma reaccion produce o degrada varios componentes al mismo tiempo (por ejemplo, en la
dimerizacion de dos proteinas la concentracion de mondmero decrece con S;=2). En general,
lo que justifica el tratamiento de transcripcidén y traduccion como reacciones elementales no
es tanto la bioquimica del proceso (la sintesis de un mRNA o una proteina implica un proceso
de elongacion e incorporacion de nucledtidos/aminodacidos) como su cinética. La condicion
fundamental de un proceso de Markov es su falta de memoria, condicién que cumplen
aquellos procesos que muestran tiempos de espera distribuidos exponencialmente (Howard,
1971). Dado que tanto traduccidon como transcripcion estan tipicamente controlados por un
paso limitante (en bacterias, generalmente a nivel de la iniciacion de ambos procesos), lo
esperable es que la mayoria de los mRNAs y proteinas bacterianos experimenten tiempos de
reaccion exponencialmente distribuidos. De hecho, la mayoria de los estudios experimentales
en bacterias han demostrado distribuciones poissonianas o binomiales negativas para mRNA y
proteinas, lo que indicaria tiempos de espera exponenciales con |S;|=1 (Poisson) o |S,|>1

(Binomial negativa).

Para la resolucion numérica de una CME disponemos de un algoritmo capaz de generar
trayectorias de manera exacta. El algoritmo de Gillespie pertenece a los denominados
métodos de Monte Carlo dindmicos (Gillespie, 1977). Aunque computacionalmente intensivo,
Gillespie permite dar soluciones numéricas exactas a la CME. Para ello el algoritmo realiza dos
operaciones basicas. La primera consiste en elegir los tiempos de reaccién, esto es, determinar

la distribucion de tiempos de espera entre reaccidn y reaccién. La segunda operacion basica
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consiste en, una vez que se ha determinado el tiempo de reaccién, elegir de entre todas las
reacciones posibles cual sucederd de acuerdo a sus propensiones (que corresponden a las
tasas instantaneas para cada reacciéon). De esta forma, si tenemos un sistema con n especies
distintas, tendremos n variables de estado: x4, X5,... X,. Estas n variables de estado pueden
experimentar K reacciones distintas, con tasasry, 1y,... ;. Una reaccién i de las K posibles
afiade S;; moléculas (donde S;; puede ser negativa o positiva) a la variable de estado x;. El

algoritmo de Gillespie consiste en:

1.- Calcular la tasa total de reaccidn, esto es, la suma de las tasas de todas las reacciones
posibles del sistema. r; = Zfilri , donde r; puede ser una funcidn arbitraria de las variables de
estado 1; = f(x,,). Por ejemplo, si un mRNA se sintetiza con tasa constante 1y se degrada en
una cinética de primer orden Sx; , la tasa total cuando la célula contiene 10 mRNAs seria r; =
A+ 10p. Esta tasa total nos indica cudnto tiempo esperamos entre reaccidn y reaccion. Para
un proceso sin memoria y con tiempos de espera exponencialmente distribuidos, este tiempo

corresponderiaa F(t) =1 —e "t

2.- Una vez que se ha determinado el tiempo de reaccidn, se elige cudl de las reacciones tendra

)

T
re(x)

lugar de acuerdo a su probabilidad . Si la reaccidn i es elegida, entonces se actualizan las

concentraciones de las variables de estado x, de acuerdo aS;;. Una vez hecho esto, el

algoritmo itera al paso 1.

El algoritmo de Gillespie es una solucion numérica exacta de la CME
Para la ejecucién del algoritmo de Gillespie, lo primero es elegir un nimero aleatorio de
distribuciédn uniforme u; con valores entre 1 y 0. Este numero aleatorio se transforma
entonces en un numero exponencialmente distribuido del cual extraemos el tiempo de

reaccion:

U =1—ett

Ecuacién 2-5

De tal forma que:

t = 1l 1
= ™ n( Ut)

Ecuacion 2-6
Una vez elegido el tiempo de reaccion, se determina cual de las K reacciones sucede. Para ello,
se genera un segundo numero aleatorio u; con valores entre 1 y 0. Normalizamos cada una de
las tasas individuales 1; por r; de manera que siu; < ry/1; se elige la reacciéon ry. Si por el
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contrario u; > 1y /1y, se comprueba siu; < (r; +1,)/1:, y en caso afirmativo se elige . El

proceso se repite hasta que u; < (ry + 1y ...+ 17) /13, eligiéndose 7.

Gillespie presentd su algoritmo como un método de simulacién para especies quimicas en un
medio bien mezclado, asumiendo difusidon perfecta (Gillespie, 1977). Por esta razon, se suele
aducir que el algoritmo no es adecuado para simular reacciones de componentes con difusidon
limitada (como macromoléculas) o que se encuentren en medios heterogéneos. Sin embargo,
esto no es cierto (Paulsson, 2004). El algoritmo de Gillespie no es mas que una reformulacion

de la CME en términos numéricos para cualquier proceso dindmico markoviano de tipo:

T

A=B

Dado que este es un proceso dinamico, estamos interesados en determinar la probabilidad de

que el sistema esté en A o en B en un instante de tiempo t + dt, de tal forma que:

P(A,t +dt) = P(A,t) — B.(t, t +dt)

Ecuacion 2-7

Esto es, la probabilidad de que el sistema permanezca en A hasta el momento t + dt
corresponde a la probabilidad de que ya estuviera en A en el momento t, menos la
probabilidad de transito P. en el tiempo dt. Utilizando la ley de la probabilidad total podemos

condicionar esta probabilidad de transito:

P.(t,t +dt) = P.(t,t + dt|A, t)P(A, t) + B.(t,t + dt|B,t)P(B,t)

Ecuacion 2-8

Sin embargo, la segunda parte de esta expresién es cero, porque la probabilidad de transito en

el caso de que el sistema ya se encuentre en B es cero. De tal forma que

P.(t,t +dt) = B.(t,t + dt|A t)P(A )
Lo que indica que la probabilidad de que el sistema permanezca en A en t + dt corresponde a:
P(A,t +dt) = P(A,t) — B.(t, t + dt|A t)P(A,t)
Si reordenamos la expresion obtenemos:

P(A,t +dt) — P(A,t) = —PB.(t, t + dt|A,t)P(A,t)

Si ahora tomamos el limite cuando dt = 0

. P(At+dt)—P(A L) . —B.(t,t +dt|A t)P(A L)
im = lim
dt -0 dt dt -0 dt
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La parte izquierda de la ecuacidn corresponde exactamente a la definicidon de un diferencial de

la probabilidad de A respecto al tiempo de forma que:

. P, t+dt)—-P(At) dP(Ab)
lim =
dt -0 dt dt

La parte derecha de la ecuacidon corresponde a la tasa de cambio instantaneo (tasa de

transicion por unidad de tiempo) multiplicado por la probabilidad P(4, t), por lo que:

. —B.(t,t +dt|A,t)P(A,b)
lim =
dt -0 dt

—1rP(4,¢)
De tal forma que:

dP(A,t)

—r P(A,t
T (4,1)
Ahora podemos integrar con respecto al tiempo considerando que nuestro estado inicial

P(A,t)=1, por lo que:

P(At)=e™

Ecuacion 2-9.

Si ahora calculamos la probabilidad para B,

PB,)=1-PAD=FO)=1-eT

Ecuaciéon 2-10

Lo que corresponde exactamente con la distribucion de tiempos de reaccion que postulamos
para el algoritmo de Gillespie. Por tanto, Gillespie es una reformulacién numérica de la CME,

independientemente de las condiciones de reaccion o la heterogeneidad del medio.

Codigo MATLAB para una trayectoria
En el caso concreto de la regulacidon por TetR, nuestro sistema de estudio se compone de
cuatro componentes: el mMRNA de TetR, TetR, el mRNA de GFP, producida desde el promotor
Pteta, Y GFP. Denominaremos x a los componentes de TetR (x; al mRNA y x, a la proteina)
mientras que el mRNA y GFP producidos a partir de piwta los denominaremos y; e y,.
Asumimos que tanto los mMRNAs como las proteinas se degradan de acuerdo a una cinética de
primer orden Sx;, donde (8 es la tasa de degradacién. En general, salvo para aquellas variantes
en las que se indique lo contrario, Bmrya >> Bproc- Asumimos también que la funcion de
regulacién (funcion de transferencia) entre TetR y su promotor regulado puede ser

aproximada por una funcién de tipo Hill con dos grados de libertad correspondientes a k, la
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constante de represidon y n, el grado de no-linealidad (cooperatividad aparente) del sistema.

Bajo estas asunciones, las CMEs que describen el sistema completo son:

A B1x1
X ——x +1; xg —x;—1
Ayxy Baxs Ecuacion 2-11. Descripcién de

X, — X, + 1; X, —x;—1 las reacciones elementales en el
sistema regulador de TetR/pteta.
K

A3K+(xz)” Bay1
n——ontl i —y1—1
Agy1 B2Y2
Yo — ¥, + 1 Yy, —y,—1
Para la simulacién de trayectorias comenzamos cont =0 yxit=° = yit=° = (0. Dejamos al

algoritmo iterar hasta alcanzar el estado estacionario. En Matlab el cddigo correspondiente

para estas simulaciones es:

CODIGO #1: Simulacién para una trayectoria.

% Code for single-cell trajectories using Gillespie Algorithm
% System of study: Transcriptional repressor acting on a single target
% promoter.

%STATE VARIABLES
%r= TetR mRNA
%T=TetR protein
%R= GFP RNA

%P= GFP

% REACTIONS

% r---> r+l rate = a0 TetR mRNA synthesis

% T----> T+1 rate= al*r TetR protein synthesis

%R---->R+1 rate=a2*(K/((T*)+K)(K/((T*)+K)) RNA synthesis

%P---->P+1 rate=a3*R Protein synthesis

% r----- >r-1 rate=b0*r TetR mRNA degradation

% T----- > T-1 rate =b1*T TetR protein degradation

%R------ >R-1 T= R*b2 RNA degradation

%P----- > P-1 T=P*b3 Protein degradation

9 = = o o e e
clear all

%Initialize cell concentrations

t=0; %initial time

r=0; % initial TetR mRNA

T=0; % initial TetR protein

R=0; % initial GFP mRNA

P=0; % initial GFP protein

% Propensities %calibrated in minutes so 1 mRNA degradation per 3 min.
a0=1;% TetR mRNA synthesis rate;

al=1; % TetR protein synthesis rate

a2=4; % GFP mRNA synthesis rate

a3=2 ; % GFP protein synthesis rate
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ab=0.04;% background transcription rate

bo=0.3; % TetR mRNA degradation rate
b1=0.005; % TetR protein degradation rate
b2=0.3; % GFP mRNA degradation rate
b3=0.005; % GFP protein degradation rate

K=100; % TetR repression constant

% Iterations, time and statistic vectors
sampler=1E-3;

N=20000;
h=zeros((N+1),5);

tau=0;

ii=1;

step=sampler;
h(ii,1:5)=[t r TR P ];

for t=1:N % N iterations

% rates vector

rates= [ (a@) (al*r) (ab+(a2*(K*4/((K*4)+(T~4))))) (a3*R) (be*r) (bl*T)
(b2*R) (b3*P)];

kT=sum(rates);

% Record time statistics
u_time=rand; % Pick random numbers
u_reaction=rand;
tau=-1/kT*log(1-u_time); % Update time statistics
t=t+tau;

ii=ii+1;

h(ii,1:5)=[t r TR P ];

q(ii,1:8)=[rates];

av=0; % Gillespie pointers
j=1;

while av<kT*u_reaction;
av=av+rates(j);
J=3+1;

end

switch j-1
case 1

r=r+l;
case 2
T=T+1;
case 3
R=R+1;
case 4
P=P+1;
case 5
r=r-1;
case 6
T=T-1;
case 7
R=R-1;
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case 8
P=P-1;
otherwise
disp('error")
end

end
results=h;

Codigo MATLAB para poblaciones y condiciones
Para obtener resultados poblacionales, el cédigo anterior se itera para un total de N células.
Para cada célula tomamos sus valores finales de tiempo, mRNA y proteinas y se guardan en
una matriz que posteriormente utilizaremos para elaborar las distribuciones. Para asegurarnos
de que el muestreo se realiza en estado estacionario, se traza la trayectoria de cada célula

durante un total de 20000 iteraciones.

Ademas, las N células son simuladas en condiciones diferentes. Estas condiciones representan
distintos niveles de induccidn de arabinosa, lo que se traduce en diferentes niveles de
produccién del mRNA de tetR (1;). El codigo considera un nivel inicial y un nivel final de

induccion y lo divide en nn intervalos logaritmicamente distribuidos.

>

N2 de mRNAs
o

N2 de proteinas

0 5000 10000 15000 20000 0
Tiempo Tiempo

98]

1200,
10001
8001
6001
4001

2001

15 20 25 30 40 80 &0 100 140

10
N2 de mRNAs N¢ de proteinas

Figura 2-11. (A) Trayectorias de la CME de N células para mRNA (panel izquierdo) y para proteina (panel de la
derecha). Cada trayectoria es Unica debido a la estocasticidad inherente a los procesos de transcripcién-traduccion.
No obstante, si se deja evolucionar al sistema hasta el estado estacionario, se obtiene una distribucién invariante en
el tiempo para la cantidad de mRNAs y proteinas. (B) Distribuciones en estado estacionario para las trayectorias
representadas en A. Aunque el valor individual de cada célula es variable, la distribucién poblacional para un
sistema dado en estado estacionario es constante.
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CODIGO #2: Andlisis de poblaciones

% Gillespie model for N cells and nn induction levels of TetR.
%Model

%r= TetR mRNA

%T=TetR protein

%R= GFP RNA

%P= GFP

% REACTIONS

% r---> r+l rate = a@ TetR mRNA synthesis

% T----> T+1 rate= al*r TetR protein synthesis

%R---->R+1 rate=a2*(K/((T*)+K)(K/((T*)+K)) RNA synthesis

%P---->P+1 rate=a3*R Protein synthesis

% r----- >r-1 rate=b@*r TetR mRNA degradation

% T----- > T-1 rate =b1*T TetR protein degradation

%R------ >R-1 T= R*b2 RNA degradation

% P----- > P-1 T=P*b3 Protein degradation
74
clear all

nn=7; % number of induction levels simulated

cc=500;% number of cells per induction level
xx=zeros((cc+1),6);%results per induction array
results=zeros(1,6);%total cell results

A=0.1;

B=10;

LA = logl@(A); LB = 1loglo(B); %Choose the min (A) and the max TetR mRNA
production rate

RANGE=LB-LA; % Calculate the range of induction levels
INLEVEL=RANGE/nn; % Calculate the step for the induction levels tested

for indd=1l:nn %number of induction levels
%Initialize cell concentrations
=0; %initial time
initial TetR mRNA
initial TetR protein
initial GFP mRNA
% initial GFP protein

'U;UTTH'
(ORI O RGN
-
3R 3R 3« X

for gqg=1:cc;

% Propensities %calibrated in minutes so 1 mRNA degradation per 3 min.
a0= 107LA;% TetR mRNA synthesis rate;

al=1; % TetR protein syntehsis rate

a2=4; % GFP mRNA syntehsis rate

a3=2 ; % GFP protein synthesis rate

ab=0.04;% background transcription rate

b0=0.3; % TetR mRNA degradation rate
b1=0.005; % TetR protein degradation rate
b2=0.3; % GFP mRNA degradation rate
b3=0.005; % GFP protein degradation rate
K=100; % TetR repression constant

% Iterations, time and statistic vectors

78



2. Materiales y Métodos

sampler=1E-3;

N=20000;
h=zeros((N+1),5);

tau=0;
ii=1;

step=sampler;

h(ii,1:5)=[t r TR P

for t=1:N % N iterations

% rates vector
rates= [ (a@) (al*r) (ab+(a2*(K*4/((K*4)+(T~4))))) (a3*R) (be*r) (bl*T)

(b2*R) (b3*P)];
kT=sum(rates);

% Record time statistics
u_time=rand; % Pick random numbers

u_reaction=rand;

tau=-1/kT*log(1-u_time); % Update time statistics

t=t+tau;

ii=ii+1;

h(ii,1:5)=[t r TR P ];
q(ii,1:8)=[rates];

av=0; % Gillespie pointers

3=1;

15

while av<kT*u_reaction;
av=av+rates(j);
J=3+1;

end

switch j-1

case 1
r=r+l;

case 2
T=T+1;

case 3
R=R+1;

case 4
P=P+1;

case 5
r=r-1;

case 6
T=T-1;

case 7
R=R-1;

case 8
P=P-1;
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otherwise
disp('error")

end

end

xx(qq,1:6)=[a@ t r TR P 1];

end

results=vertcat(results,xx);
LA=LA+INLEVEL; %Update TetR induction level

end

2.9.3.Medida de la informacion mutua (I):

De acuerdo con la definicion de Shannon, la informacién mutua (I) entre dos variables (X,Y)

corresponde a:

XYmax dpP (X, Y)

XYmin

Ecuacién 2-12. Informaciéon mutua.

I es una funcidon no-lineal de una distribucion de probabilidad conjunta P(X,Y) y dos

distribuciones marginales P(X) y P(Y). P(X) y P(Y) forman dos espacios mensurables, por lo

que para determinar I(X;Y) necesitamos determinar los valores que una de las variables va

adquiriendo a medida que cambia la otra. Esto plantea ciertos problemas a la hora de

determinar experimentalmente I:

a)

b)

I estd condicionada por las distribuciones marginales sobre las que se realiza la medida.
Esto es, para determinar la informacién mutua entre un regulador transcripcional (X) y
su promotor regulado (Y ), necesitamos medir Y frente a todo el rango de
concentraciones de X que la célula es capaz de experimentar. A esto lo denominamos

problema del espacio significativo.

Los datos que obtenemos experimentalmente se refieren aX eY, pero no a sus
probabilidades. Estas ultimas deben inferirse de acuerdo al conjunto de los datos
obtenidos, lo que implica realizar una particién del espacio mensurable en ambas
dimensiones. En otras palabras, asignar una probabilidad a un valor de X implica
determinar el rango posible de X (lo que remite al problema anterior), pero también
determinar el nimero de particiones (bins) de X para las que podemos asignar una
probabilidad en base a las frecuencias observadas. Imaginemos por ejemplo una

variable aleatoria X que toma valores entre 0 y 100, de la cual realizamos 3 medidas y
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obtenemos X;=54, X,=15 y X3=60. Obviamente P(X < 10) es distinta de P(X < 25),
por lo que obtendremos distribuciones de probabilidad diferentes dependiendo de si
dividimos X en 10 o en 4 categorias discretas. A este problema lo llamaremos problema

categorial.

Problema del espacio significativo

Medir la informacidon mutua entre las concentraciones de un regulador transcripcional (X) y su
promotor regulado (Y) implica determinar el estado de una variable en funcidn de todas las
configuraciones posibles de la otra. En nuestro caso concreto, medir la respuesta del promotor
Preta ante todas las concentraciones fisioldgicamente relevantes de regulador TetR. Para ello,
TetR:mKate2 fue inducido a distintos niveles desde el promotor psap. Como nivel basal se
emplearon condiciones en las que la expresién de peap Se encuentra totalmente reprimida
(ausencia de arabinosa y presencia de glucosa, para evitar activacidon por CRP). Para obtener
maximos niveles de TetR se indujo el promotor psap mediante arabinosa y en presencia de
glicerol como Uunica fuente de carbono. Para comprobar que los niveles maximos obtenidos
por este método eran superiores a los producidos por el promotor nativo (ptetr),

compararon los niveles producidos por nuestras construcciones frente a los alcanzados por

TetR bajo su promotor nativo (Figura 3-29, Resultados).

= | [T
M - B Ply)
==-: »l

Pfx}
Hmm IIIII.
> i;i ‘... .. .....
Py
.. \--- I. .Il ‘ P(y)
T lIIllIlll-
P(x)

Py

Figura 2-12. (A) Mapa input/output. A partir de un nimero de observaciones (panel superior) de pares x, y se puede
inferir un mapa de densidad para ambas variables (panel inferior). Sin embargo, para convertir densidades en
probabilidades es necesario realizar una particion del espacio. (B) Particion del espacio mensurable mediante el
método de tamizado. El mapa de observaciones (paneles de la derecha) se subdivide en una matriz de categorias de
tamafio decreciente. A cada categoria (bin) se le puede asignar entonces una probabilidad dada a partir de la
frecuencia de observaciones. Una matriz con categorias muy grandes (paneles superiores) produce una pérdida de
resolucién y una infraestimacion de la informacién mutua. Por el contrario, una matriz con categorias muy
pequefias (paneles inferiores) requiere de un nimero mas alto de observaciones para poder asignar probabilidades
de forma adecuada.
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Problema categorial
Calcular I a partir de datos experimentales requiere transformar la nube de observaciones de
niveles de input/output (x,y) en distribuciones de probabilidad P(x, y). Para ello, es inevitable
dividir un espacio continuo en categorias (bins) a los que poder asignar probabilidades. La
particion del espacio mensurable no es un problema trivial: dividir el espacio en un niumero
insuficiente de bins conlleva una pérdida de resolucién (Figura 2-12), puesto que cada bin
contiene distintos niveles (x,y) a los cuales se declara equiprobables. Sin embargo, aumentar
el nimero de bins indefinidamente tampoco resuelve este problema: a medida que se
aumenta el niumero de bins se necesita un muestreo mayor para poder asignar P(x,y) de
manera robusta. Este problema es analogo al de la sensibilidad de una cdmara fotografica:
aumentando la cantidad de pixeles se consigue mayor resolucién, pero disminuye la
sensibilidad y se requieren exposiciones mayores. Existen distintos métodos para calcular el
tamano 6ptimo de bin en funcién de las propiedades estadisticas de las distribuciones
marginales. Algunos de estos métodos asumen distribuciones normales (regla de Scott) o sdlo
tienen en cuenta el numero de observaciones, sin importar el rango (regla de Sturges). La regla
de Scott parece poco apropiada para datos de expresion genética (que tienden a mostrar
distribuciones Poissonianas) y el rango de nuestros datos es demasiado disperso (varios logs
de diferencia) para aplicar la regla de Sturges. El método de Freedman-Diaconis ofrece otra
alternativa en la que los rangos intercuartiles del 25 y el 75 % son utilizados para determinar el
tamafio 6ptimo del bin, independientemente de la distribucién subyacente. Sin embargo,
Freedman-Diaconis puede dar lugar a distintos numeros dptimos de bin para variables
diferentes. Dado que la computacién de la informacién mutua requiere que las dos variables
consideradas sean discretizadas de manera idéntica, Freedman-Diaconis tampoco ofrece
garantias de rendir el tamano éptimo del bin. Para evitar estos problemas, utilizaremos un
método analogo al de la inferencia estadistica abstracta desarrollado por Ulf Grenander
(Grenander, 1981). El método de Grenander, o método de tamizado, utiliza una propiedad
fundamental de la informacién mutua (la desigualdad en el procesado de informacion) que

establece que, siendo S y T dos funciones arbitrarias de dos variables aleatorias x e y:

I(;y) 2 1(S(x); T(y))

Ecuacién 2-13.

Esto es, aplicando cualquier particién arbitraria sobre nuestras variables de estudio podemos
obtener el limite inferior de informacién transmitida. Si realizamos un niumero sistematico de
particiones, aquella con un valor de I maximo serd la mas cercana al valor verdadero de

I(x;y). En la practica, este método de tamizado consiste en tomar el valor maximo vy el
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minimo de la variable con mayor rango de datos, y dividir el espacio en un niumero n de bins
equidistantes. Iteramos este proceso aumentando el nimero de bins y computamos la
informacién mutua para cada particion. Para ello utilizamos la ecuacién de Shannon para

valores discretos que establece la relacién entre la informacion mutua y la entropia (H):

I(x;y) = H(x) + H(y) — H(x,y)

Ecuacion 1-6

Donde H equivale a:

HE) == ) P log, (PGxp)
i
Ecuacion 1-4. Entropia de Shannon.

Tomando logaritmos en base 2 para utilizar el bit como unidad de informacién. El Unico
problema que presenta esta aproximacién es que, dado que la entropia no puede ser negativa,
un aumento del nimero de bins conlleva automaticamente un aumento en H (Paninski, 2003).
Esta inflacion puede eliminarse corrigiendo la estimacion de la entropia por el nimero de bins

utilizados. Para n bins y N muestras:

(n —1)?
2N log,(2)

Ecuacidon 2-14. Error cometido por el tamizado.

E(I) =

El siguiente cddigo de Matlab se utilizé para calcular I(x; y) utilizando el método de tamizado

de Grenander, con correccién del error inducido por el nimero de bins.

Codigo MATLAB para el cdlculo de I(x;y)

% Script for the calculation of Entropy and Mutual Info for x,y pairs under
% variable binning

% Input: introduce two vectors, x and y. Assuming column vectors
l=length(x);

xx=x";

yy=y';

%m=[xx yy]; % Uncomment when introducing column vectors

m=[x y]; % Uncomment when introducing row vectors

% Calculating boundaries for binning
minx= min(x); %minimal value of x
maxx= max(x); %maximal value of x
miny= min(y); %minimal value of y
maxy=max(y); % maximal value of x

n=10; % initial bin number
nn=100; %final bin number
for ii=1:nn
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% Binning

minBinX=1logl@(minx);
maxBinX=1ogl@(maxx);
minBinY=1logl@(miny);
maxBinY=1ogl@(maxy);
BinX=logspace(minBinX,maxBinX,n);
BinY=1logspace(minBinY,maxBinY,n);

% Uncomment for linear binning
%BinX=linspace(minx,maxx,n);
%BinY=linspace(miny,maxy,n);

% Bin marginal distributions and compute Entropy

% Get bin counts

hx=histc(x,BinX);

hy=histc(y,BinY);

% Compute Probabilities

Px=hx./sum(hx);

Py=hy./sum(hy);

% Compute logarithms and products

logPx=1log2 (Px+eps); % we sum eps to avoid log(®)
ProductX=Px. *1logPx;

logPy=1log2(Py+eps); %we sum eps to avoid log(®@)
ProductY=Py.*1logPy;
% Compute H

Hx=-1.*sum(ProductX);

Hy=-1.*sum(ProductY);

% Computing P(xy)
edges = {(BinX), (BinY)};
hxy=hist3(m, 'Edges',edges);
Pxy=hxy/sum(hxy(:));
% Log , products and Entropy
LogPxy=1og2(Pxy+eps);
ProductXY=Pxy.*LogPxy;
Hxy=-1.*sum(ProductXY(:));

% Computing MUTUAL INFO
I=Hx+Hy-Hxy;

%Binning error
err=((n-1)72)./(2*1*1log2(2));
IT=I-err;

r(ii,1:2)=[n,II];

n=n+1;

end
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3. Resultados

Con el objetivo principal de medir la regulacién transcripcional de una forma precisa y sencilla,
se realizaron una serie de experimentos fundamentados en la cuantificacion de fluorescencia
producida por proteinas reporteras. Para un mejor seguimiento, podemos dividir los
resultados experimentales en dos bloques: cuantificacion en cultivo por fluorimetro vy

cuantificacion en célula Unica mediante microscopio de epifluorescencia.

3.1. Cuantificacion de la regulacion transcripcional

en cultivo mediante fluorimetro

Siguiendo la metodologia descrita en el apartado 2.7 se analizd la actividad transcripcional de
un promotor en presencia de distintos niveles de su regulador, para cuantificar dicho
mecanismo de regulaciéon. En este procedimiento, el promotor objeto de estudio origina la
sintesis de proteinas fluorescentes que, a su vez, generan la fluorescencia que es medida y
permite cuantificar la actividad promotora. El método propuesto realiza el anadlisis sobre
cultivos en crecimiento y por lo tanto, depende de la capacidad técnica de medir fluorescencia
y de discernir entre los distintos estados del sistema, al mismo tiempo que se realiza la

incubacion de los cultivos bacterianos.

3.1.1.Actividad transcripcional del promotor
Como primera aproximacién se midio la autofluorescencia de la cepa BW27783 frente a la
fluorescencia producida por el promotor diana ptta Y Otros promotores, que sirvieron para
contextualizar el nivel de actividad: pr del fago A, de amplio uso en biologia sintética; pant del
plasmido R388, de interés en nuestro laboratorio; y BBa_J23101, un promotor sintético
propuesto como estandar (Kelly et al., 2009). Las bacterias se incubaron en el propio
fluorimetro a 37 2C en medio M9 con los antibidticos apropiados para cada cepa. Se realizaron
medidas tanto de fluorescencia como de absorbancia, por lo que se pudo medir la actividad y

cuantificar el crecimiento poblacional al mismo tiempo.

Utilizando los valores obtenidos durante el crecimiento exponencial, se calculd la actividad del
promotor y el tiempo de generacion (Figura 3-1). Se observé que el tiempo de generacion para
BW27783 era de 60+4 min y su autofluorescencia se utilizd como valor de fondo. Las cepas
portadoras de los diferentes vectores reporteros incrementaron hasta en 8 min su tiempo de

generacion. El promotor pant demostro ser el mas activo, seguido de preta, pr Y BBa_J23101, en
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orden decreciente. El nivel de produccion de proteina fluorescente no presentd una relacién

directa con el descenso en la tasa de crecimiento.
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Figura 3-1. Cuantificacion de la actividad de los promotores. La cepa BW27783, con los plasmidos reporteros para
los promotores correspondientes al codigo de colores, se analizd en el fluorimetro como se detalla en el apartado
2.7 de Materiales y Métodos (A) Fluorescencia producida (GFP/ODgqo) frente a los valores de crecimiento del cultivo
(ODgoo) (B) Valores medios de la actividad promotora durante el crecimiento exponencial del cultivo. Las barras de
error reflejan la desviacién estandar de las distintas medidas. (C) Crecimiento de los cultivos representado como
ODggo frente al tiempo en min. (D) Tiempos de generacion en min y su desviacion estandar.

El promotor a estudio en este trabajo, preta, presentd una actividad de 3499442358 u.a.f. La

cepa con el vector pPRRG13, reportero para preta, tuvo un tiempo de generacion 6416 min.

3.1.2.Caracterizacion de los sistemas de expresion
Como se explicé en el apartado metodoldgico, se pudo expresar el regulador de manera
gradual para analizar su actividad en su promotor diana. Para ello, se utilizd el sistema de
expresion del operdn arabinosa incluido en dos plasmidos: uno con origen de replicacidon p15A
de unas 18 copias por cromosoma (Chang and Cohen, 1978); y otro con origen de replicacion
RK2 y unas 4-7 copias por cromosoma (Figurski et al., 1979; Grinter, 1984). No obstante, y
previamente a su uso con TetR, como control para caracterizar el comportamiento de los
sistemas de induccién, se construyeron dos vectores de expresiéon de GFP: pRRG57 con el

origen RK2 y pRRG58 con el origen p15A. Dos cepas, una con cada plasmido, se cultivaron en el
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fluorimetro a 37 2C en M9. Como fuente de carbono se utilizaron, alternativamente, glucosa
por un lado o glicerol por otro. Para ambos medios, se establecié un gradiente de arabinosa
desde 0 hasta 16 uM. Los datos de fluorescencia obtenidos (Figura 3-2) confirmaron la
induccion progresiva de pgap con el incremento de arabinosa en el medio. El pldsmido con
mayor numero de copias, pRRG58, generd mayor fluorescencia que pRRG57 en todas las
concentraciones de arabinosa, hasta que los valores inferiores rebasaron el limite de
sensibilidad de la técnica. El efecto de la glucosa (Figura 3-2.B) frente al glicerol (Figura 3-2.A)
quedd también contrastado. La incubacién en M9 con glucosa disminuyd drasticamente la
actividad promotora. Si bien las concentraciones inferiores de arabinosa utilizadas registraron
valores de autofluorescencia, en concentraciones superiores de arabinosa la diferencia
glicerol/glucosa fue notable. Por ejemplo, con arabinosa 16 uM, la cepa portando pRRG58
generd 9942516268 u.a.f. en el cultivo con glicerol, mientras que en presencia de glucosa el
valor fue de 1745+322. Los datos de crecimiento de los cultivos también fueron analizados
(Figura 3-2.C), observandose un incremento en la velocidad de crecimiento de los cultivos,
como cabria esperar, en los medios con glucosa. No obstante, no se detecté cambio en el
tiempo de generacion relacionado con el gradiente de arabinosa. Estos resultados servirian
como referencia para estimar la cantidad de TetR producida en las distintas condiciones de

induccion en los ensayos posteriores.
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Figura 3-2. Actividad de pgap en los vectores pRRG57 y pRRG58. Los cultivos se analizaron en el fluorimetro como se
detalla en el apartado 2.7 de Materiales y Métodos. Se estudiaron diferentes condiciones inductoras del promotor:
(A) crecimiento en M9 con glicerol y un gradiente de arabinosa de 0 a 16 UM; (B) crecimiento en M9 con glucosa y
el mismo gradiente de arabinosa. Se representa la actividad promotora relativizada por el crecimiento (GFP/ODeggo)
frente al gradiente de arabinosa. (C) Tiempos de generacion de los cultivos. El codigo de colores en la grafica
relaciona plasmido y medio de cultivo. En los tres paneles las barras de error representan la desviacion estandar de
los distintos cultivos analizados y el gradiente de arabinosa se representa en escala logaritmica en base 2.

3.1.3.Actividad reguladora de TetR

El siguiente paso fue el andlisis del efecto de TetR sobre su promotor diana. La cepa portadora
de pRRG13 se transformo con dos vectores de expresidon de TetR, el vector pRRG1 (p15A) y
pPRRGY (RK2) (Figura 3-3). Se crecieron los cultivos en el fluorimetro en medio M9
suplementado con glicerol y se anadieron los antibidticos correspondientes a las resistencias
acarreadas por los vectores. Se realizé un gradiente de arabinosa en diluciones seriadas de 1/2

desde 16 hasta 0 UM, induciendo diferentes niveles de produccidn de TetR.
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Figura 3-3. Configuracion de las

arabinosa .
cepas experimentales con dos
\ vectores. El vector de expresidn
TetR GEP produce el represor TetR como
| a - respuesta a la presencia de
ﬁ( l* arabinosa. A su vez, TetR
p tetR afp controla  negativamente la
expresion del gen gfp,
Preta codificado en el vector
reportero pRRG13, mediante su
Vectorde SC101 pRRG13 unién al promotor peta. El
\ expresion / vector de expresion puede
BW27783 tener origen de replicacion

p15A (pRRG1) o RK2 (pRRGY)
(representado en la figura por
un évalo rojo).

Los datos obtenidos se presentan en la Figura 3-4. La velocidad de crecimiento de la cepa se
mantuvo constante para ambas construcciones a medida que se incrementaba la
concentracidn de arabinosa, hasta llegar a 4 UM donde se detectd una notable disminucién. La
cepa con pRRG1 incrementd su tiempo de generacién, cercano a 70 min, hasta 403+23 min en
presencia de 16 UM de arabinosa. La cepa con pRRGY, por su parte, cambid de una media de
77 a 142414 min. La fluorimetria, igualmente, mostrd un nivel constante hasta que, simultdneo
al cambio del tiempo de generacidn de las cepas, se produjo un aumento de la fluorescencia.
La sola presencia de TetR redujo drasticamente el nivel de actividad del promotor pieta, dando
valores cercanos a 0 con pRRG1 y en torno a 900 u.a.f. con pRRGY. Por tanto, el represor TetR
se comportd como tal, reprimiendo la actividad del promotor hasta obtener niveles de fondo
(la autofluorescencia de la cepa). El aumento de TetR no produjo un mayor efecto represor
detectable mediante esta técnica. En cambio, se observo un incremento de la fluorescencia en
las mayores inducciones de TetR, explicadas por la menor tasa de crecimiento y, por tanto, una
mayor acumulacién intracelular de proteina fluorescente, y no por una mayor actividad
promotora. Estos fendmenos indicaron que altas concentraciones de TetR son daiinas para la

célula.
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Figura 3-4. Actividad del promotor pta €n presencia de pRRG1 (gris) y pRRG9 (azul). Los cultivos crecieron en M9
con glicerol y se analizaron en el fluorimetro como se detalla en el apartado 2.7 de Materiales y Métodos. (A) Se
representa la actividad promotora relativizada por el crecimiento (GFP/ODego) frente al gradiente de arabinosa. (B)
Tiempos de generacién de los cultivos. En ambos paneles las barras de error representan la desviacidn estandar y el
gradiente de arabinosa se representa en escala logaritmica en base 2. Los origenes de replicacién de los vectores de
expresion se indican entre paréntesis en la leyenda de las graficas.

Con esta configuracién experimental no era posible conseguir concentraciones inferiores de

represor, y se optd por cambiar el glicerol por la glucosa como fuente de carbono.

Se analizé la cepa BW27783 con los vectores pRRG9 y pRRG13 (Figura 1-5). Se cultivé en el
fluorimetro a 37 2C en medio M9 suplementado con glucosa y los antibidticos
correspondientes. El nivel de actividad registrado sin inducir la sintesis de represor se situé en
2070142512 u.a.f.,, lo que supuso un 60 % de la fluorescencia de la cepa con pRRG13 en
solitario. Incrementado la concentracion de arabinosa hasta 0,04 uM se observé una subida de
la fluorescencia. En el incremento sucesivo de la concentracién de arabinosa, la actividad de
preta fue descendiendo progresivamente, hasta alcanzar niveles de autofluorescencia. El
examen de las curvas de crecimiento de la cepa en los distintos niveles de induccidon demostré
que las concentraciones producidas de TetR no interferian con el crecimiento. La glucosa
facilitd el crecimiento celular, observandose un descenso de media hora del tiempo de
generacion (de =80 min en glicerol a =40 min en glucosa), pero se produjo un incremento en la

variabilidad de este pardmetro (desviaciones estandar de la Figura 3-5.B).
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Figura 3-5. (A) Actividad del promotor pteta €n presencia de pRRGY. Los cultivos crecieron en M9 con glucosa y se
analizaron en el fluorimetro como se detalla en el apartado 2.7 de Materiales y Métodos. (A) Se representa la
actividad promotora relativizada por el crecimiento (GFP/ODsqo) frente al gradiente de arabinosa. (B) Tiempos de
generacion de los cultivos. En ambos paneles las barras de error representan la desviacién estandar y el gradiente
de arabinosa se representa en escala logaritmica en base 2.

Por lo tanto, el sistema de medida compuesto por los vectores pRRG13, pRRG9 y la cepa
BW27783 permitié observar una respuesta gradual del promotor pita frente a diferentes
concentraciones de su regulador TetR. No obstante, los valores obtenidos sin induccién por
arabinosa quedaron por debajo de los presentados por la cepa con sélo pRRG13, demostrando
que en esas condiciones pRRGY esta produciendo una cantidad significativa de regulador. Por
otra parte, en concentraciones de arabinosa superiores a 4 uM, la fluorescencia producida por
el sistema alcanzd niveles de autofluorescencia. Es decir, el rango de actividad de preta
observado con este sistema respondia a niveles de arabinosa entre 0 y 4 uM. Volviendo a los
datos obtenidos con pRRG57 (Figura 3-2.B) se comprobd que la respuesta en la actividad
inductora de psap €n presencia de glucosa fue practicamente indetectable precisamente en ese
rango de concentraciones de arabinosa. Dado que se pretendia inferir la concentracion de
TetR producido teniendo en cuenta la actividad de pgap, Nos encontramos con un problema. En
resumen, el rango estimable de regulador (concentracion de regulador estimada por la
dindmica de induccién de pgap en pRRG57, Figura 3-2) no generd respuesta, mientras que el
rango observable de actividad de prta fue en respuesta a concentraciones no detectables de la

sefial.

3.1.4.Fusion TetR:mKate2
En vista de los resultados anteriores, se midié directamente tanto la entrada (TetR) como la
salida (actividad de peta) del sistema de regulacién por fluorescencia. Para que la medicién del
regulador fuese directa se realizé una fusién traduccional de la proteina TetR con la proteina

fluorescente roja mKate2 (vector pRRG62).
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Figura 3-6. Fluorescencia roja y verde medida para BW27783 con pRRG13 y pRRG62. Los cultivos crecieron en M9
con glicerol (azul) o glucosa (naranja) y se analizaron en el fluorimetro como se detalla en el apartado 2.7 de
Materiales y Métodos. Se representa la actividad promotora relativizada por el crecimiento (GFP/ODeqo) frente al
gradiente de arabinosa en cultivo: (A) en M9 con glicerol y (B) en M9 con glucosa. (C) Representacion de la
concentracion de TetR:mKate2 producida (fluorescencia roja) relativizada por el crecimiento (mKate2/0ODgo) frente
al gradiente de arabinosa. (D) Tiempos de generacidn de los cultivos. Las barras de error representan la desviacidn
estandar de los datos.

Al igual que en las mediciones previas, cultivos de BW27883 con los vectores pRRG13 vy
pRRG62 fueron incubados en el fluorimetro. Se estudiaron todas las condiciones, utilizando
glucosa vy glicerol como fuentes de carbono y realizando el gradiente de arabinosa 0-16 uM
para ambos casos. Los resultados obtenidos (Figura 3-6.A y B) para la actividad promotora de
Preta €n presencia de TetR:mKate2 fueron similares a los obtenidos con TetR, aunque
ligeramente mas altos, indicando una disminucion en la actividad represora de TetR debida
probablemente a la fusién. Los tiempos de generacidon mostraron que, al igual que TetR, la
proteina de fusidon no supuso una carga para las bacterias, salvo en las concentraciones
superiores de arabinosa en presencia de glicerol donde hubo cierto aumento en el tiempo de

generacion (Figura 3-6.D).

Por su parte, la fluorescencia medida para cuantificar TetR:mKate2 se muestra en la Figura
3-6.C. Los resultados mostraron que el rango de deteccion para la proteina roja, y por tanto la

estima de la concentracién del regulador, era similar a los obtenidos con GFP con los vectores
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de expresién (Figura 3-2), siendo indetectable en las condiciones con glucosa. Representando
en un grafico los datos de actividad de ptta, medida en fluorescencia verde, frente a la
concentracién de TetR, medida en fluorescencia roja (Figura 3-7), se comprobé que el cambio
de la sefial verde no era la respuesta a un cambio en la seial roja. Solamente cuando la seial
verde se encontraba en valores de fondo, la sefial roja superaba el umbral de deteccién (=100-
500 u.a.f.). Este resultado reafirmd la situacidon anterior: el rango detectable de regulador no
generd respuesta detectable del promotor, mientras que la respuesta detectable del promotor

se observé en un rango de concentraciones de regulador indetectable por esta técnica.
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Figura 3-7. Actividad promotora de peta (fluorescencia verde, eje de ordenadas) frente a concentracion de represor
TetR:mKate2 (fluorescencia roja, eje de abscisas) para la cepa con los vectores pRRG13 y 62. Los puntos azules
representan la media de los valores en el estado estacionario, que se corresponden a los datos en la Figura 3-6,
paneles A, B y C. Las desviaciones estandar asociadas a cada punto se representan en la direccién del eje
correspondiente.

Los resultados mostrados hasta este punto revelan un problema de sensibilidad del
fluorimetro. Uno de los objetivos marcados en esta tesis es la comparacién de la eficiencia y
precision entre la fluorimetria de cultivo y la microscopia de epifluorescencia. Por
consiguiente, los sistemas genéticos construidos posteriormente también se analizaron en

fluorimetro y los resultados se detallan a continuacidn.

3.1.5.Dispositivo genético de medida de un solo vector e

insercion cromosdmica
Con la intencion de anular el posible efecto producido por la fluctuacién independiente en el
numero de copias de los vectores reportero y de expresion, se unificaron ambos sistemas en
un solo vector. Ademas, se insertaron en el cromosoma de BW27783, para disminuir la

fluctuacién del niumero de copias total (Figura 3-8).
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Figura 3-8. Esquema de las cepas experimentales. (A) BW27783 con el vector pRRG63. (B) Insercién en el
cromosoma de BW27783 del cassette con los sistemas de expresidon y reportero proveniente de pRRG63. La
proteina de fusién TetR:mKate2 se produce a partir del promotor pgap Y se une al promotor preta, a partir del cual se
transcribe el gen reportero gfp. Este cassette represor-reportero se encuentra codificado, bien en un vector con
origen de replicacion RK2 (6valo rojo en panel A), o en el cromosoma bacteriano (panel B).

El diferente nimero de copias del sistema reportero en la bacteria repercute en el nivel de
sefial fluorescente producido por el mismo. Primero, se construyé como control un vector que
llevaba tanto el sistema reportero como el de expresidn, pero sin secuencia codificante de
TetR (vector pRRG85). Este cassette, con la region reportera y de expresion, se incorporo al
cromosoma de BW27783 (cepa RRS283), en el locus del operdn de la arabinosa. Con estos dos
nuevos constructos genéticos se midié la actividad de pteta €n ausencia de represor (Figura 3-9)
para poder comparar los distintos niveles de produccion. Los resultados mostraron que la
fluorescencia producida es proporcional al nimero de copias. pPRRG85 mostrd una produccién
de GFP mayor que pRRG13 (vector reportero de la actividad de pteta), y RRS283 una produccion
menor que ambos. Al comprobar la actividad en presencia de glucosa se observd un
incremento en los tres sistemas frente a la fluorescencia registrada en el cultivo en glicerol,

llegando a incrementarse hasta =30 % en pRRGS85.

Por otro lado, los tiempos de generacién se mantuvieron relativamente estables,

manteniéndose entre 50 y 60 min en glicerol, y entre 45 y 55 min creciendo en glucosa.
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Figura 3-9. Cuantificacion de la actividad de pteta €n pPRRG13, pRRG85 e insertado en el cromosoma (RRS283). Las
cepas se cultivaron en M9 con glicerol (azul) o con glucosa (naranja) y se analizaron en el fluorimetro como se
detalla en el apartado 2.7 de Materiales y Métodos (A) Valores medios de la actividad promotora (GFP/ODeoo)
durante el crecimiento exponencial del cultivo. (B) Tiempos de generaciéon en min. Las barras de error reflejan la
desviacion estandar de las distintas medidas.

Conociendo los datos de actividad del promotor en ausencia de regulador, se analizaron a la
caracterizacion de los mismos sistemas en presencia de TetR:mKate2. En primer lugar se

construyé pRRG63, el vector reportero para la actividad de preta Y productor de TetR:mKate2.
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Figura 3-10. Fluorescencia roja y verde medida para BW27783 con pRRG63. Los cultivos crecieron en M9 con
glicerol (azul) o glucosa (naranja) y se analizaron en el fluorimetro como se detalla en el apartado 2.7. Se representa
la actividad promotora relativizada por el crecimiento (GFP/ODeg) frente al gradiente de arabinosa en cultivo: (A)
en M9 con glicerol y (B) en M9 con glucosa. (C) Representacidon de la concentracion de TetR:mKate2 producida
relativizada por el crecimiento (mKate2/ODgoo) frente al gradiente de arabinosa. (D) Tiempos de generacion de los
cultivos. Las barras de error representan la desviacion estandar de los datos.

Como adelantaban los valores obtenidos con el promotor en ausencia de represor (Figura 3-9),
las intensidades de fluorescencia verde obtenidas en todos los casos fueron mayores que las
obtenidas con el sistema de los dos vectores (Figura 3-10 vs Figura 3-6). La florescencia roja, es
decir, la cantidad de TetR:mKate2, se mantuvo en niveles similares en ambos sistemas
(PRRG13+pRRG62 vs pRRG63), ya que el origen de replicacion del vector de expresion pRRG62
era el mismo que el del vector dual pRRG63. Estos datos con intensidad mayor de

fluorescencia verde permitieron, por lo tanto, observar un mayor rango de represion de la
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actividad promotora, pero los valores menores continuaron por debajo del limite de deteccién

del fluorimetro.

Representando en una grafica, al igual que en la Figura 3-7, los datos de actividad de preta
medida en fluorescencia verde frente a la concentracién de TetR medida en fluorescencia roja,
se observd el mayor rango de regulacién descrito. No obstante, se corroboré que la
sensibilidad de la técnica no permitia correlacionar los niveles de regulador con la actividad
promotora (Figura 3-11). Al igual que en el caso anterior, solo cuando la sefial verde se

encontraba en valores de fondo, la sefial roja superaba el umbral de deteccién.
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Figura 3-11. Actividad promotora de pieta (fluorescencia verde) frente a concentracién de represor TetR:mKate2
(fluorescencia roja), ambos relativizados por el crecimiento, para la cepa con el vector pRRG63. Los puntos azules
representan la media de los valores en el estado estacionario, que se corresponden a los datos en la Figura 3-10,
paneles A, B y C. Las desviaciones estandar asociadas a cada punto se representan en la direccién del eje
correspondiente.

El siguiente constructo que se analizé fue la insercion cromosémica de los sistemas reportero y
de expresion procedentes de pRRG63, la cepa RRS247 (Figura 3-8.B). Se llevd a cabo el mismo
procedimiento que con las construcciones anteriores, midiendo la fluorescencia en los canales
rojo y verde de cultivos crecidos en M9 con glicerol y con glucosa en un gradiente de
arabinosa. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 3-12. Observando el tiempo de
generacion, la cepa RRS247 tuvo un comportamiento similar a las demas, sin detectarse una
deceleracién en el crecimiento al inducir con arabinosa. Respecto a los datos fluorimétricos, el
rango de actividad de pita Observado fue similar al visto con pRRG63, aunque mostrando una
intensidad de la sefial inferior, debida al menor nimero de copias. No obstante, la desviacidn
estandar de la actividad promotora tuvo valores similares a lo largo del gradiente de arabinosa,
es decir, se observd un comportamiento mas homogéneo del sistema. Las medidas de la

fluorescencia roja en esta ocasidon no sobrepasaron el umbral de sensibilidad de la técnica, por
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lo que los valores fluctuaron en torno a la sefial de ruido en el canal, lo que impidié una vez

mas la correlacién entre concentracidn de represor y nivel de actividad promotora.
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Figura 3-12. Fluorescencia roja y verde medida para la cepa RRS247. Los cultivos crecieron en M9 con glicerol (azul)
o glucosa (naranja) y se analizaron en el fluorimetro como se detalla en el apartado 2.7. Se representa la actividad
promotora relativizada por el crecimiento (GFP/ODego) frente al gradiente de arabinosa en cultivo: (A) en M9 con
glicerol y (B) en M9 con glucosa. (C) Representacién de la concentracion de TetR:mKate2 producida relativizada por
el crecimiento (mKate2/ODgoo) frente al gradiente de arabinosa. (D) Tiempos de generacidn de los cultivos. Las
barras de error representan la desviacion estandar de los datos.

3.1.6.Control de las proteinas fluorescentes: TetR:GFP y

Preta:mKate2
Como comprobacién tanto de la actividad de la proteina de fusion como de la sensibilidad de
los canales de fluorescencia, se construyd una cepa idéntica a RRS247 pero intercambiando las
proteinas fluorescentes. De esta manera la fluorescencia roja de mKate2 indicaria la actividad
de pteta, mientras que la fluorescencia verde reflejaria la concentracién de la proteina de fusion

TetR:GFP (cepa RRS279).

Al igual que en los anteriores casos, se cultivé la cepa en el fluorimetro a 37 2C en M9 con
glicerol y en presencia de un gradiente de concentraciones de arabinosa (Figura 3-13). La cepa

no mostré efectos adversos de la induccidon sobre el crecimiento. Los datos fluorimétricos
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mostraron que, con esta conformacién de las proteinas fluorescentes, la caracterizacion del
sistema era mas limitada en RRS279 respecto a RRS247. Dada la sensibilidad de los canales de
fluorescencia, se observd una ligera mejoria en la definicién de la concentracion de TetR, pero
con la contrapartida de reducir en gran medida la sefial de la actividad del promotor pteta. NO
obstante, se pudo corroborar una induccidon similar de TetR en funcidn de la concentracién de

arabinosay la represidon de la actividad del promotor.
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Figura 3-13. Fluorescencia roja y verde medida para la cepa RRS279. Los cultivos crecieron en M9 con glicerol y se
analizaron en el fluorimetro como se detalla en el apartado 2.7. (A) Se representa la actividad promotora
relativizada por el crecimiento (mKate2/ODgoo) frente al gradiente de arabinosa. (B) Representacion de la
concentracion de TetR:GFP producida relativizada por el crecimiento (GFP/ODego) frente al gradiente de arabinosa.
(C) Tiempos de generacion de los cultivos. Las barras de error representan la desviacidn estandar de los datos.

3.2.  Cuantificacion de la regulacion transcripcional

mediante microscopia de epifluorescencia

Tras evidenciar las limitaciones de la fluorimetria de cultivo como método para cuantificar la
regulacién transcripcional, se opté por la microscopia de epifluorescencia en célula inica como

técnica de medida.

El propdsito de esta nueva aproximacién fue cuantificar un rango mayor tanto de la entrada
como de la salida del sistema promotor/regulador, con el propédsito de poder revelar su
funcidon de transferencia. Dado que, en la técnica de fluorimetria en cultivo, el mayor
impedimento fue la cuantificacion de la concentracion de regulador, en este caso sélo se
caracterizaron las fusiones traduccionales, para conseguir una medida directa de la misma.
Siguiendo el protocolo explicado en el apartado 2.8 se midid la actividad represora de TetR
sobre ptta mediante los vectores pRRG13 y pRRG62 en BW27783, el vector pRRG63 en
BW27783 y de la cepa RRS247.
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Previamente al andlisis de los sistemas de medida, se midié la autofluorescencia de la cepa
BW27783 en los canales de fluorescencia de las proteinas reporteras (Figura 3-14). Los valores
de fluorescencia fueron, en el canal verde, un orden de magnitud mayores que en el rojo.
BW27783, cultivada en M9 con glicerol, mostré una fluorescencia media de 149440 u.a.f. en el
canal rojo y de 16424284 u.a.f. en el canal verde. Cultivada en glucosa, en cambio, la cepa
mostré una fluorescencia media de 232496 u.a.f. en el canal rojo y de 12044203 u.a.f. en el

canal verde.
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Figura 3-14. Autofluorescencia de la cepa BW27783 en el microscopio de epifluorescencia. Cada punto representa
los valores en el canal verde y rojo de una célula individual. El cultivo de la cepa y la toma de imagenes se realizaron
como se indica en el apartado 2.8.1. Se analizo tanto el cultivo en M9 con glicerol (azul) como en M9 con glucosa
(naranja).

Los datos obtenidos para las poblaciones de BW27783 se utilizaron como referencia para las
cuantificaciones posteriores de los sistemas de medida de regulacién transcripcional, pero no

se restaron a los valores conseguidos en el tratamiento de datos.

3.2.1.Sistema de dos vectores: pRRG13 y pRRG62 en
BW27783

El principal beneficio esperado al cambiar de técnica era la mejor cuantificaciéon de Ia
concentracién de molécula reguladora. En este caso, como no se pretendia inferir su
concentracién sino cuantificarla directamente, se optd por una serie de combinaciones de M9
con glicerol o glucosa y con distintas concentraciones de arabinosa para inducir tetR:mkate2.
De esta manera se pretendid obtener el mayor rango continuo de concentraciones de
regulador en el cual pwta Mmostrase respuesta, es decir, a efectos experimentales, inducir un
rango de intensidades de fluorescencia roja con sus estados intermedios completamente
muestreados. Siguiendo el protocolo experimental previamente descrito, los cultivos fueron
crecidos en M9 liquido con los antibidticos y las condiciones de induccion deseadas, para luego

ser sembrados en pads de agarosa. Se realizaron micrografias de dichos pads en contraste de
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fases y fluorescencia roja y verde. Tras el analisis de las imagenes se obtuvieron los resultados

detallados a continuacidn.
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Figura 3-15. Histograma del nimero de células analizadas con el sistema pRRG13+pRRG62, en funcion de su
fluorescencia roja (concentracidon de TetR:mKate2). La medicidn se realizé como se indica en el apartado 2.8.1 de
Materiales y Métodos. (A) Representacion de cada poblaciéon obtenida mediante cultivo en M9 con glicerol y
diferentes concentraciones de arabinosa. (B) Representacion de las poblaciones cultivadas en M9 con glucosa y
diferentes concentraciones de arabinosa. (C) Suma de todas las células. Las diferentes condiciones de induccidn se
detallan en las leyendas de las graficas con un cédigo de color.

Tal y como se muestra en la Figura 3-15, se realizaron distintas inducciones del promotor pgap
consiguiendo diferentes concentraciones de TetR:mKate2, medidas experimentalmente
mediante fluorescencia roja. Las mayores intensidades se consiguieron en M9 con glicerol y
arabinosa 0,5 uM. La poblacidon con la distribucion menos intensa en el rojo se consiguid
mediante cultivo en M9 con glucosa sin arabinosa. No obstante, las poblaciones inducidas en

M9 con glucosa y arabinosa 0,1 y 0,2 uM, y la poblacién cultivada en glicerol sin arabinosa,
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obtuvieron distribuciones practicamente solapantes, cercanas a la crecida en M9 con glucosa

sin arabinosa.

Valores de fluorescencia verde fueron registrados al mismo tiempo que las imdagenes de
fluorescencia roja para esas mismas células. Representando dicha fluorescencia verde
(actividad promotora) frente a la fluorescencia roja (concentracién de TetR) se pudieron

correlacionar los dos componentes del sistema regulador (Figura 3-16).
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Figura 3-16. Actividad promotora de pieta (fluorescencia verde) en funcion de la concentracidén de TetR:mKate2
(fluorescencia roja) en la cepa con los vectores pRRG13 y pRRG62. El cultivo de la cepa y la toma de imagenes se
realizaron como se indica en el apartado 2.8.1 de Materiales y Métodos. Los niveles de induccién utilizados se
describen en la Figura 3-15. Se representan la media (en puntos rojos) y la mediana (en puntos amarillos)
correspondientes a cada uno de los bins en los que se dividid la sefial en el canal rojo. Cada punto azul representa
una célula

Analizando la correlacion se observé que el incremento de la concentracion de TetR produjo
una represion en la actividad promotora de pwta. Las bacterias sin induccidon del represor
presentaron la mayor actividad transcripcional. El incremento de represor (de 100 a 1000
u.a.f.) desplazd la fluorescencia de las bacterias a una zona de incertidumbre entre valores
intermedios de actividad. Finalmente, las concentraciones mayores de TetR reprimieron mas el
promotor, alcanzando el estado minimo de actividad, donde las bacterias se comportaron de
una manera mas uniforme. Se calcularon la media y la mediana de los valores de fluorescencia
a intervalos logaritmicos de concentracion de regulador para describir de una manera sencilla
el comportamiento caracterizado. Dada la dispersion de actividad promotora que presentaron
las diferentes células para un mismo nivel de regulador, la mediana se revelé6 como un

descriptor mas adecuado.

Estos datos permitieron estimar la funcion de transferencia del mecanismo de regulacion

transcripcional para el sistema constituido con los vectores pRRG13 y pRRG62. Apoyandose en
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el marco tedrico descrito en (Fernandez-Lopez et al., 2010), se calcularon los pardmetros

descriptivos de la funciéon reguladora (Ecuacion 3-1):

Ymax _ K™ + X.Sr‘lS
Yss K"+ (X&/RY)

Ecuacidn 3-1. Funcién de transferencia para un represor transcripcional.

donde— R{f = _;maxgi

Segun este modelo, la dindmica de produccion del promotor diana (Y) responde a la
concentracion de regulador (X). En el estado estacionario (SS), el grado de represion (Y,q/
Yss) es funcion de la concentracion de regulador (Xgs). K representa la constante de
disociacién y n es el grado de coperatividad aparente en la dindmica observada. R se define

como el rango regulatorio del promotor dado el represor.

Los valores experimentales se ajustaron a la Ecuacién 3-1 mediante el algoritmo Levenberg-
Marquardt para regresiones no lineales. Como se observé previamente, la media y la mediana
de las nubes de puntos obtenidas difirieron en la descripcidn de la dinamica del promotor por

lo que se ajustd la ecuacidn de transferencia con ambos descriptores.
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Figura 3-17. Nivel de represidn de preta €n funcion de la concentracion de TetR para la cepa con los vectores pRRG13
y pRRG62. Se representa el nivel de represion de la actividad de preta (Yimax/Yss) frente a los valores de
fluorescencia roja de TetR:mKate2, partiendo de los datos de la poblaciéon de la Figura 3-16. Los valores de
represion se ajustaron a la Ecuacion 3-1. (A) Ajuste de la media (en rojo) de los datos. (B) Ajuste de la mediana (en
amarillo) de los datos. La funcidn obtenida mediante el ajuste se representa como una linea negra. Se muestran los
valores de las células individuales como muestra de la dispersién del comportamiento del sistema (puntos azules).

Para el caso de las medias de los valores la regresién dio una K de 441,69 u.a.f. El rango
regulatorio R fue 361,8 y el indice de cooperatividad n fue 3,686. El coeficiente R? de la curva
ajustada fue 0,9932. Asimismo, para las medianas de los valores, la K fue 276,94 u.a.f, el
rango regulatorio R fue 379,2 y n fue 3,828, mientras que el ajuste tuvo una R? de 0,9947. Las

curvas predichas mediante estos valores se muestran en la Figura 3-17.

3.2.2.Sistema de un vector: pRRG63 en BW27783

Al igual que en caso anterior, siguiendo el protocolo experimental descrito en el apartado 2.8.1
los cultivos fueron crecidos en M9 liquido con los antibidticos y las condiciones de induccién
deseadas. Se sembraron en pads y se les realizaron fotografias en contraste de fases y

fluorescencia roja y verde.

Figura 3-18. Histograma del
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La Figura 3-18 muestra el rango de concentraciones de regulador TetR:mKate2 conseguido
mediante las distintas condiciones inductoras. Como en el caso anterior, las bacterias se

desplazaron de menor a mayor fluorescencia roja a medida que el sistema inductor produjo
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TetR. El nivel de concentraciones obtenido fue muy similar al producido por el vector pRRG62
ya que ambos vectores comparten origen de replicacién. Asimismo, se comprobd que las

regiones intermedias del rango estuvieran muestreadas.
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Figura 3-19. Actividad promotora de peta (fluorescencia verde) en funcién de la concentracidon de TetR:mKate2
(fluorescencia roja) en la cepa con el vector pRRG63. El cultivo de la cepa y la toma de imagenes se realizaron como
se indica en el apartado 2.8.1 de Materiales y Métodos. Los niveles de induccién utilizados se describen en la Figura
3-18. Se representan la media (en puntos rojos) y la mediana (en puntos amarillos) correspondientes a cada uno de
los bins en los que se dividid la sefial en el canal rojo. Cada punto azul representa una célula.

La represion de TetR sobre la actividad transcripcional de ptta quedd de nuevo patente. No
obstante, se percibid un rango mas amplio de actividad, con los niveles superiores de en torno
a un orden de magnitud mayores. Esto es debido, como ya vimos con los datos fluorimétricos
en cultivo, por el incremento del nimero de copias de piwta €n pPRRG63 respecto a pRRG13.
Igual que con el par de vectores pRRG13/62 la media presentd bastante desplazamiento frente
a la mediana, principalmente en las concentraciones intermedias de regulador por la gran
heterogeneidad en la actividad promotora registrada para esas condiciones. Ademas se
observé un posible estado intermedio de actividad promotora, cercano a la represion total,
reflejado por un codo en la zona descendente de la curva. Los datos de célula Unica sugieren
que, en dicho rango de concentraciones de TetR, el promotor escapa de la represion completa,
generando un bajo pero detectable nivel de expresion, con produccidn de GFP, lo que hizo que

los descriptores estadisticos reflejaran ese codo.

La media y la mediana de los valores se ajustaron a la Ecuacidn 3-1. La regresion de la media
dio una K de 1324,6 u.a.f. El rango regulatorio R fue 498,3 y el indice de cooperatividad n fue
3,325. El coeficiente R? de la curva ajustada fue 0,9682. La regresion para la mediana, por su

parte, dio una K de 651,67 u.a.f., el rango regulatorio R fue 537,7 y n fue 3,591, mientras que
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el ajuste tuvo una R? de 0,9673. Las curvas predichas por la funcién de transferencia con los

parametros conseguidos para la medida y la mediana se muestran en la Figura 3-20.

A
100000 - T KO Células
- . e Media
?-.'; 10000 - Ajuste media
£
Z 1000 -
=
hel
wvi -
@ 100
&
e -
o 10
o
S 1
0;1 T -I “-.-: — = T T !
B 10 100 1000 10000 100000 1000000
100000 - I ‘e * ] :-‘- l- . . Células
2 ol : _.'“: Mediana
2_-_; 10000 - T )\—, ' Ajuste mediana
] . a
E .
Z 1000 -
=
Nel o
wvi -
@ 100
&
E =
o 10 -
o
@
2 14
0,1 ; A e . ; .

10 100 1000 10000 100000 1000000
[TetR:mKate2] (u.a.f.)

Figura 3-20. Nivel de represion de pteta €n funcién de la concentracidon de TetR con el vector pRRG63. Se representa
el nivel de represion de la actividad de preta (Yinax/Yss) frente a los valores de fluorescencia roja de TetR:mKate2,
partiendo de los datos de la poblacidn de la Figura 3-19. Los valores de represidn se ajustaron a la Ecuacion 3-1. (A)
Ajuste de la media (en rojo) de los datos. (B) Ajuste de la mediana (en amarillo) de los datos. La funcidn obtenida
mediante el ajuste se representa como una linea negra. Se muestran los valores de las células individuales como
muestra de la dispersion del comportamiento del sistema (puntos azules).

Teniendo presente la forma bifasica de la curva, se decidié también realizar un andlisis como si
se tratara de dos eventos de regulacidn para comprobar que el mecanismo regulatorio se
comportaba de una manera equivalente a los previos y su cooperatividad aparente era similar.
Se separaron los datos para cada posible evento regulatorio y se ajustaron a la funcién de
transferencia independientemente (Figura 3-21). De esta manera, las medias del primer tramo
de la curva, desde la maxima actividad promotora hasta el estado intermedio (Figura 3-21.A),
obtuvieron una K de 650,14 u.a.f.,, R fue 7,8 y el indice de cooperatividad n fue 4,546. El

coeficiente R? de la curva ajustada fue 0,9972. El segundo tramo, desde el estado intermedio
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hasta la maxima represion (Figura 3-21.B), se ajusté a una K de 2851,73 u.a.f., R fue 63,35y el

indice de cooperatividad n fue 3,7, mientras que el coeficiente R? del ajuste fue 0,9348.

Las medianas de los datos (Figura 3-21.C y D), por su parte, dieron otros valores para los
pardmetros. El primer tramo de la curva dio una K de 501,21 u.a.f.,, su R fue 31,56 y n fue
4,508. El coeficiente R? del tramo ajustado fue 0.9853. Asimismo, el segundo tramo se ajusto a
una K de 1830,54 u.a.f., el rango R fue 18,3 y el indice n fue 3,858, mientras que el coeficiente

R? del ajuste fue 0,9666.
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Figura 3-21. Nivel de represidn de pieta €n funcion de la concentracion de TetR con el vector pRRG63. Los valores de
la Figura 3-21 se ajustaron a la Ecuacién 3-1 para dos posibles eventos de regulacién. Se representa el nivel de
represion de la actividad de preta (Yinax/Yss) frente a los valores de regulador TetR:mKate2. (A) Ajuste de la media al
primer tramo de la curva de regulacion. (B) Ajuste de la media al segundo tramo de la curva. (C) Ajuste de la
mediana al primer tramo de la curva de regulacién. (D) Ajuste de la mediana al segundo tramo de la curva. La media
se dibuja en rojo mientras que la mediana en amarillo. Cada punto azul representa una célula. La funcién ajustada
se muestra como una linea negra.
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3.2.3.Insercion cromosomica del sistema: cepa RRS247

La caracterizacién de la cepa RRS247 se realizd siguiendo el mismo procedimiento de los casos
anteriores. Se realizaron cultivos en distintas condiciones inductoras y se sembraron en pads
de agarosa para su medida en el microscopio. Asimismo, se realizaron micrografias en

contraste de fases y fluorescencia roja y verde.

Una vez mas, se analizé el rango de concentraciones de regulador conseguido mediante las
distintas inducciones (Figura 3-22). En esta cepa el mecanismo de expresion de TetR tiene el
menor nimero de copias por su localizacién cromosémica (de 1 a 4). Este menor nimero de
copias produjo que las concentraciones maximas de TetR quedaran alrededor de un orden de

magnitud por debajo de los casos precedentes.
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Figura 3-22. Histograma del numero de células analizadas de la cepa RRS247 en funcidn de su fluorescencia roja
(concentracion de TetR:mKate2). La medicion se realizé como se indica en el apartado 2.8.1 de Materiales y
Métodos. (A) Representacion de cada poblacion obtenida mediante cultivo en diferentes condiciones de induccion y
(B) la suma de todas las células.

La correlacidn entre la fluorescencia roja y verde indicd, también en esta cepa, la represion
transcripcional de TetR sobre la actividad de preta. Al igual que con los niveles de expresién de
TetR, la actividad maxima mostrada por el promotor en esta cepa quedd por debajo de los
casos anteriores, y por lo tanto el rango descrito fue también menor. La dindmica de la

represién en este caso indicd, mds claramente que en pRRG63, un estado intermedio de
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actividad de ptta €n concentraciones de TetR cercanas a la represion total. Dada la
heterogeneidad en la actividad para un mismo nivel de regulador, ese estado intermedio
resulté mas visible en el tratamiento de la media, mientras que al analizar la mediana su valor

se mostré cercano al minimo de actividad detectable.
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Figura 3-23. Actividad promotora de peta (fluorescencia verde) en funcién de la concentracidon de TetR:mKate2
(fluorescencia roja) en la cepa RRS247. El cultivo de la cepa y la toma de imagenes se realizaron como se indica en el
apartado 2.8.1 de Materiales y Métodos. Los niveles de induccién utilizados se describen en la Figura 3-22. Se
representan la media (en puntos rojos) y la mediana (en puntos amarillos) correspondientes a cada uno de los bins
en los que se dividio la sefal en el canal rojo. Cada punto azul representa una célula.

La heterogénea actividad y las consiguientes medias y medianas representaron una aparente
doble sigmoidea, que el modelo de la Ecuacidn 3-1 no era capaz de describir. No obstante, al
igual que con el sistema del vector pRRG63, la curva trazada por los estadisticos se ajusto a la
funcién de transferencia tratandola como un solo mecanismo de represion y como dos

mecanismos independientes.

En primer lugar se ajustd la curva completa descrita tanto por la media como por la mediana
de los valores (Figura 3-24). La regresion calculada a partir de la media dio una K de 113,03
u.a.f. El rango regulatorio R fue 60,7 y el indice de cooperatividad n fue 1,441. El ajuste tuvo
un coeficiente R? de 0,9511. La regresion para la mediana, por su parte, devolvié una K de
54,57 u.a.f., el rango regulatorio R fue 80,2 y el indice n fue 1,486. El ajuste de la curva tuvo

una R? de 0,9702.
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Figura 3-24. Nivel de represion de preta €n funcion de la concentracidn de TetR en la cepa RRS247. Se representa el
nivel de represién de la actividad de preta (Yinax/Yss) frente a los valores de fluorescencia roja de TetR:mKate2,
partiendo de los datos de la poblacidn de la Figura 3-23. Los valores de represidn se ajustaron a la Ecuacion 3-1. (A)
Ajuste de la media (en rojo) de los datos. (B) Ajuste de la mediana (en amarillo) de los datos. La funcidn obtenida
mediante el ajuste se representa como una linea negra. Se muestran los valores de las células individuales como
muestra de la dispersion del comportamiento del sistema (puntos azules).

A continuacidn se analizdé la dindmica como si se tratase de dos procesos de regulacién,
representado en la Figura 3-25. Las medias y medianas para cada posible evento regulatorio se
ajustaron a la funcidn de transferencia independientemente. Las medias del primer tramo de
la curva (Figura 3-25.A) obtuvieron una K de 185,08 u.a.f., una R de 23,8 y una n de 3,262. El
coeficiente R? de la curva ajustada fue 0,9953. El segundo tramo (Figura 3-25.B) se ajustd a una
K de 2690,3 u.a.f., una R de 2,86 y una n de 3,655, mientras que el coeficiente R? del ajuste
fue 0,9631.

La curva de las medianas se ajusté a la funcién de transferencia mediante los siguientes
parametros. El primer tramo de la curva (Figura 3-25.C) dio una K de 159,27 u.a.f,, una R de

43,4 y una n de 3,648, con un coeficiente de determinacién R? de 0,997. Del mismo modo, el
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segundo tramo (Figura 3-25.D) se ajustd a una K de 2131,07 u.a.f.,, una R de 1,93 y un indice n
de 3,858, con una R? de 0,9259.
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Figura 3-25. Nivel de represion de prta en funcién de la concentracién de TetR en la cepa RRS247. Los valores de la
Figura 3-24 se ajustaron a la Ecuacidn 3-1 para dos posibles eventos de regulacién. Se representa el nivel de
represion de la actividad de preta (Yimax/Yss) frente a los valores de regulador TetR:mKate2. (A) Ajuste de la media al
primer tramo de la curva de regulacion. (B) Ajuste de la media al segundo tramo de la curva. (C) Ajuste de la
mediana al primer tramo de la curva de regulacién. (D) Ajuste de la mediana al segundo tramo de la curva. La media
se dibuja en rojo mientras que la mediana en amarillo. Cada punto azul representa una célula. La funcién ajustada
se muestra como una linea negra.

Recapitulando, gracias a estos ensayos se corrobord que el sistema de regulacion preta/TetR se
comporta como un mecanismo de represion. La metodologia permitié probar una disminucion
de hasta 3 6rdenes de magnitud de la actividad promotora en funcién de la concentracién del
represor. No obstante, la actividad transcripcional para cada concentracién de regulador fue
heterogénea (Figura 3-26), es decir, se dieron concentraciones de TetR que produjeron rangos
amplios de concentracion de GFP. Consecuentemente, las diferentes aproximaciones tedricas
para la descripcion del mecanismo, y sus posteriores predicciones del comportamiento, sélo

permitieron una determinacion tosca del estado de la poblacion. Trasladando esta situacién al
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nivel celular, la bacteria no es capaz de definir un nivel concreto de actividad promotora frente
a una concentracién definida de regulador, pero tiene que ser capaz de sentir la sefial y dar la
respuesta adecuada. En el caso que nos ocupa, el operdn tet debe detectarla concentracion de
tetraciclina y dar una adecuada respuesta produciendo la proteina de resistencia antibidtica.
Por ello, procedimos al estudio de la transferencia de la informacién a través del mecanismo

regulatorio desde el punto de vista de la teoria de la informacion.
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Figura 3-26. Coeficientes de variacion de la actividad promotora de pteta €n funcion de la concentracidn de TetR en
los diferentes sistemas: (A) pRRG13+pRRG62, (B) pRRG63 y (C) RRS247. Los valores corresponden a los
experimentos de las Figuras 3.16 (pRRG13+62), 3.19 (pRRG63) y 3.23 (RRS247). Cada punto corresponde a uno de
los bins en los que se dividio la sefial en el canal rojo.
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3.3. Capacidad informativa del sistema regulador:

calculo de la informacion mutua

Como se ha observado, las diferentes células medidas presentaron valores de GFP diversos
para una misma concentracion de regulador, por lo tanto, la actividad transcripcional de preta
se comportd de manera estocastica. El coeficiente de variacion de la actividad fue
especialmente elevado en las concentraciones de TetR cercanas al valor de K de la funcién de
transferencia. Dada esta aleatoriedad, se calculd la informacién mutua para medir la

dependencia entre la concentracion de regulador y la cantidad de GFP producida.

Como se indica en el apartado de Materiales y Métodos 2.9.3, la informacién mutua se calculé

utilizando el método de tamizado de Grenander (Figura 3-27).

Figura 3-27. Cdlculo de la informacidn mutua mediante el método de tamizado de Grenander. Se muestra el
histograma y el mapa de densidad (paneles de la izquierda) representados en la resolucion 6ptima de bins por cada
variable. Este nimero de bins se determiné mediante el célculo de la informacidon mutua maxima, que se representa
en el panel de la derecha. Datos de las distribuciones de (A) pRRG13+pRRG62, (B) pRRG63 y (C) RRS247. Los mapas
de densidad representan la actividad de pieta €n funcidén de la concentracion de TetR:mKate2 (se muestra sélo el
logaritmo en base 10 de los valores iniciales y finales de los ejes). El color del bin indica su densidad, creciente de
negro a blanco. Los histogramas representan los mismos datos, indicando mediante la altura de la columna el
ntmero de células en cada bin.
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Los histogramas revelaron una vez mas la dispersién de la actividad promotora registrada,
principalmente en el rango intermedio de concentracion de regulador. Muestra de ello fue que
la mayoria de las categorias representadas mostraron un nimero de eventos bajo o se
encontraron vacias. La informacion mutua (I) obtenida en el caso de los tres sistemas
analizados quedé cerca del bit de informacidn. El par de vectores pRRG13 y pRRG62 obtuvo
una I maxima de 0,9646 bit utilizando un tamizado de 34 bins para cada variable (Figura
3-27.A). pRRG63 alcanzé una I de 0,9616 bit con un tamizado de 52 bins (Figura 3-27.B). Por
ultimo la cepa RRS247 obtuvo una I de 0,8898 con una resolucidon de 36 bins (Figura 3-27.C).
Estos valores representan el limite inferior de informacion transmitida, dada nuestra capacidad
de deteccion y analisis. En los tres casos, los valores indicaron que el sistema regulador tiene
una naturaleza digital (1 bit), es decir, la célula es capaz de tener activada o reprimida la

produccidn de resistencia antibiética en funcién de la sefial.

Una vez calculada la informacién mutua para el conjunto de datos muestreados se procedié al
analisis del espacio significativo. Dado que I depende de las distribuciones en las que se realiza
la medida, se intentd optimizar el rango de concentracién de TetR para la mejor descripcidon
del mecanismo. Se optd por acortar la distribucién por el rango del input, esto es, acortar por
el maximo de concentracién de regulador dado que era el rango en el cual la actividad no
mostréo cambios. De esta manera, se realizaron calculos de I para las distribuciones
decrecientes (Figura 3-28) buscando la que aportase la maxima informacidn. El par de vectores
pPRRG13 y pRRG62 obtuvo una I maxima al 99,9 % de la muestra, pRRG63 la alcanzé al 99,95 %
y RRS247 al acortar hasta el 98,55 %. Por lo tanto practicamente todo el espacio muestral fue
significativo. Ademads, observando la tendencia de las graficas de la Figura 3-28, descendente
salvo en la de RRS247, podria suponer que un incremento de muestreo en el input

incrementaria la I conseguida en el sistema de dos vectores y de pRRG63.
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Figura 3-28. (Paneles de la izquierda) Célculo de la informaciéon mutua para rangos decrecientes de concentracion
de regulador. (Paneles de la derecha) Se representa la muestra total (rojo + azul) frente a la muestra que obtuvo la
informacidn mutua maxima (azul). (A) pRRG13+pRRG62, (B) pRRG63 y (C) RRS247.

Una cuestion importante para el calculo de la I era medir la respuesta del promotor pieta frente
a todas las concentraciones fisioldgicamente relevantes de regulador TetR. Para comprobar
que los niveles obtenidos mediante la induccién se encontraban en el rango fisiolégico, se
compararon los niveles producidos por nuestras construcciones frente a los alcanzados por
TetR bajo su promotor nativo. Para ello, se generd el vector pRRG74, con una regién disefiada
como indicadora de la actividad del operdn tet. Es decir, en este vector, los genes tetR:mkate2
y gfp quedan codificados en direccion divergente y entre ellos se localiza la secuencia
intergénica tetR-tetA del transposén Tnl0. Asimismo, se inserté esta region indicadora del
vector en el cromosoma de BW27783, generando la cepa RRS252. Tanto la cepa portadora del
vector como RR252 fueron crecidas en M9 suplementado con glicerol, y al mismo tiempo se

indujo el operdn mediante una concentracion de tetraciclina subinhibitoria del crecimiento.
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Figura 3-29. Concentracién de regulador TetR producido en la configuracién natural del operdn tet. La medicidn se
realizd como se indica en el apartado 2.8.1 de Materiales y Métodos. En verde se representan los datos de las
bacterias crecidas en M9 con glicerol en presencia de 0,2ug/ml de tetraciclina y en rojo en ausencia de ella. (A)
Histograma de la expresién de TetR:mKate2 en el vector pRRG74. Se representa numero de células frente a
concentracion de TetR. Como referencia el comportamiento del vector pRRG63 figura en azul. (B) Histograma de la
expresion de TetR:mKate2 en la cepa RRS252, en azul se representa el comportamiento de la cepa RRS247.

Tal y como muestra la Figura 3-29, la concentracion de TetR en el estado reprimido del operén
se localizé en el centro de la distribucion muestreada mediante las inducciones por arabinosa,
tanto para pRRG74 como para RRS252. Al inducir ambas cepas mediante 0,2 ug/ml de Tc, la
expresion de TetR aumentd y alcanzd niveles marginales también representados en el
muestreo realizado. No obstante, en presencia del antibidtico, TetR adquiere la conformacién
inactiva y no reprime el operdn. Por lo tanto, estos valores enmarcan el rango fisiolégico de
proteina TetR activa dentro de las distribuciones de los sistemas sintéticos de medida
analizados durante este trabajo, y permite presumirle una transferencia de informacién del

mismo orden, un bit.

3.4. Analisis de los factores que modifican la

informacion mutua en un circuito transcripcional

Una vez determinada de manera experimental la I entre TetR y su proteina regulada, en esta
seccion analizaremos de manera computacional cdmo distintos factores que participan en el
circuito transcripcional afectan a la capacidad informativa del canal. Para ello, utilizaremos
simulaciones de Monte Carlo, que simulan la dindmica de un sistema consistente en el mRNA

de la proteina reguladora, la proteina reguladora (equivalente a TetR en nuestro sistema
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experimental), el mRNA de la proteina regulada y la proteina regulada (equivalente a la GFP en

nuestro sistema experimental). Los métodos y algoritmos empleados para la realizacién de

estas simulaciones se detallan en Materiales y Métodos (apartado 2.9). Hay dos factores

importantes que se deben considerar a la hora de interpretar los resultados de nuestras

simulaciones:

a)

b)

c)

Pese

Por norma general, y salvo que se especifique lo contrario, los analisis se realizaron
utilizando trayectorias de 20000 iteraciones. Este nimero permitié una aproximacién al
estado estacionario, al mismo tiempo que permitié la simulacion de un numero
suficiente de células (20000 por simulacién) con un tiempo razonable de computacidn
(entre 3 y 5 h dependiendo del sistema utilizado). Cada simulacién, por tanto, contiene

un total de 4x108 iteraciones.

En nuestras simulaciones, tal y como se describe en Materiales y Métodos (apartado
2.9), las fluctuaciones en torno a la media son exclusivamente debidas a la
estocasticidad en la sintesis y degradacién de mRNAs y proteinas. Esto hace que el ruido
observado corresponda Unicamente al ruido intrinseco a la sintesis/degradacion. El
ruido intrinseco debido a la difusién del regulador hasta su sitio de unién, o el ruido
extrinseco debido a las fluctuaciones en la maquinaria celular (RNA polimerasa,

ribosomas, etc.) no aparecen reflejados en nuestros resultados.

Las razones anteriormente descritas, junto al hecho de que desconocemos el niumero
real de proteinas y mRNAs implicados (cuantificamos niveles de fluorescencia, pero no el
numero total de componentes), hacen que interpretemos los resultados de nuestras
simulaciones de manera cualitativa. Por ejemplo, al analizar el efecto de la vida media
de los componentes sobre la I, podremos establecer si la I sube o baja al incrementar o
disminuir las tasas de degradacion. También podremos obtener una idea aproximada de
la magnitud de la dependencia, pero no podremos establecer los valores exactos para el

caso de TetR/preta.

a estas consideraciones, el analisis computacional del sistema permitié elucidar

importantes principios respecto a la relacidn entre la funcién de transferencia y la capacidad

informativa de las células, asi como el impacto que distintos factores del proceso tienen sobre

ambas.
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3.4.1.La DPI en un circuito transcripcional
La primera cuestion importante a la hora de analizar nuestros resultados experimentales es
determinar si un circuito transcripcional constituye un canal “cldsico” de transmisién de
informacidn. Si un circuito transcripcional funcionase como un canal cldsico de transmision, la
informacién observada entre cada uno de sus componentes para un instante t cualquiera
seguiria la Desigualdad en el Procesado de la Informacion (DPI). La DPI indica que no es posible
incrementar la cantidad de informacidon de una seifial mediante el procesado local, de tal
manera que en una cadena de transmisién la informacion se pierde o se conserva en cada
etapa, pero nunca incrementa. Esto significa que en nuestro sistema consistente en el mRNA
del represor (x;), la proteina represora (x,), el mRNA del gen regulado (y;) y la proteina

correspondiente (y,), la informacién entre los componentes deberia seguir:
X1 2 X2 2> Y122
1(x2;¥2) < 1(x3; 1)

1(xz;y2) < 1(y1;¥2)

Ecuacidn 3-2. Desigualdad en el procesado de la informacion
Esto es, dado que el regulador actia a nivel de la produccién de mRNA, y este ultimo es, a su
vez, responsable de la produccién de proteina regulada, la informacién mutua entre regulador
y proteina regulada debe ser igual o menor que la I entre los componentes intermedios. Para
comprobar este extremo, obtuvimos las distribuciones de los cuatro componentes para 10
niveles diferentes de induccién de TetR, simulando las trayectorias de 2000 células para cada
nivel de induccidn. En la Figura 3-30 se muestran las nubes de puntos correspondientes al

valor en estado estacionario para las 20000 células, para trayectorias con 20000 iteraciones.
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Figura 3-30. Mapa de dispersion de la simulacién del circuito transcripcional. En cada uno de los paneles se
representan los valores de mRNA de la proteina represora (x;), valores de proteina represora (x;), valores de
mMRNA de la proteina regulada (y;) y valores de proteina regulada (y,) para un total de 20000 células divididas en 10
diferentes niveles de induccion del mRNA de la proteina reguladora. Los valores representan el valor final después
de calcular 20000 iteraciones para cada trayectoria.

A partir de estas distribuciones, se procedié a calcular la informacién mutua entre x; y x,
(equivalente en nuestro disefio experimental a [(mMRNA;.:g; TetR) ), la informacidn entre x,
ey, [(TetR;mRNAyrp,); la informacion entre y; e y, [(MRNAgpp; GFP) y la informacion
entre las proteinas del circuito I(TetR; GFP). Para cada par de componentes se calculé I en
funcién del ndmero de bins (Figura 3-31) y se representd la distribucion y las nubes de
densidad de acuerdo al éptimo calculado (Figura 3-32). Como puede observarse en la Figura
3-31, para todos los bins analizados la cantidad de informacién resultd ser maxima entre TetR
y GFP. Las distribuciones de la Figura 3-32 muestran que las distribuciones de mRNA y proteina
se concentran en un estado densamente poblado en el que existe proteina mientras que la
cantidad de mRNA es cero. Para los valores no nulos de mRNA, las distribuciones de proteina
(tanto para TetR como para GFP) son altamente solapantes y, en el caso de GFP, se distribuyen
casi de manera uniforme. Por el contrario, las distribuciones de TetR frente a GFP muestran un
estado activado (altos niveles de GFP, bajos niveles de TetR), un estado inactivado (bajos
niveles de GFP, altos niveles de TetR) y una pendiente intermedia. El valor maximo de
I(TetR; GFP) es de 1,6 bits, lo que corresponderia a la discriminacién perfecta entre 3

estados. Los mapas de densidad indican dos estados claramente diferenciables y un nimero
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alto de estados solapantes en la pendiente intermedia entre los valores correspondientes al

sistema activado e inactivado.

1,8 Figura 3-31. Informaciéon mutua
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© 14 componentes  del circuito
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Figura 3-32. Distribuciones y mapas de densidad para los componentes del circuito. A partir de los mapas de
dispersion, y basados en el nimero de bins que maximizaba la informaciéon mutua, se obtuvieron las distribuciones
conjuntas para cada uno de los pares de componentes que se indican en la figura. Bajo las distribuciones se muestra
el mapa de densidades, que indica el nimero de eventos en cada bin, de acuerdo a la barra de color indicada en la
figura.

Los valores obtenidos para los distintos pares de componentes indicaron, inequivocamente,

que [(TetR; GFP) > I(TetR; mRNAyf,) y que I(TetR; GFP) > I(mRNAgsp; GFP) . Estos
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valores, ademads de indicar una aparente violacion de la DPI en nuestro circuito transcripcional,
indicarian que la informacion entre las proteinas del sistema es mayor que entre estas y sus
MRNAs correspondientes. Las causas y consecuencias de esta aparente violacidn de la DPI son
analizadas en mas detalle en la Discusiéon (apartado 4.12). Para justificar los andlisis
posteriores, indicaremos aqui simplemente que una diferencia fundamental entre los circuitos
“clasicos” y transcripcionales radica en la vida media de los componentes que median la
transmision de la informacién. Mientras que en un circuito clasico la respuesta entre
componentes sucede de manera casi instantanea, en un circuito transcripcional los cambios
requieren una serie de reacciones quimicas que influyen de manera importante en las
correlaciones entre componentes. Imaginemos un interruptor conectado a una luz eléctrica.
En dicho circuito, la observacién de uno de los dos componentes en un punto dado informa,
inequivocamente, del estado del otro componente. Esto es asi porque la interrupcién de la
corriente apaga la luz de manera instantdnea. Por el contrario, imaginemos un circuito
transcripcional similar, en el que la produccion de una proteina requiere de la presencia de un
activador transcripcional. Incluso aunque el activador funcionase de manera perfectamente
digital, y su desaparicion fuese instantdnea, la ausencia de dicho activador no se traduce de
manera inmediata en la ausencia de proteina diana, puesto que la degradacién de la proteina

diana requiere cierto tiempo (Figura 3-33).
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Como consecuencia, es posible que las vidas medias de los componentes tengan un impacto

importante en la informacién mutua entre dos componentes de un circuito transcripcional.

3.4.2.Influencia de la vida media de los componentes en la

informacion mutua.

Con el objeto de estudiar el efecto de la vida media en la capacidad informativa de un canal
transcripcional, realizamos simulaciones en las que variamos sistemdticamente la tasa de

degradacién de las proteinas del sistema. En bacterias, mRNA y proteinas tienen vidas medias
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caracteristicas radicalmente distintas. Mientras que los mRNAs bacterianos tienen vidas
medias cortas de alrededor de 1-10 min, la vida media de las proteinas es variable, pero se
encuentra tipicamente varios ordenes de magnitud por encima (Larrabee et al., 1980). En
nuestro circuito transcripcional experimental, las proteinas fluorescentes presentes tanto en el
regulador transcripcional como en la proteina regulada pueden asumirse como estables, con
una vida media superior a 1 dia para GFP (Andersen et al., 1998). Dado que no conocemos las
vidas medias de TetR nativo ni de su proteina regulada (TetA), decidimos estudiar si un cambio
en la vida media de estas proteinas afectaria a la I mostrada por el canal. Para ello, definimos
E como el cociente entre la tasa de degradacion de las proteinas del sistema, dividida por la
tasa de degradacion de los mRNAs (que fijamos en 3 minutos). Realizamos simulaciones para
E =100 (proteinas altamente estables), E =10 (proteinas relativamente estables) y F =1
(proteinas inestables). Para cada condicién se simuld la trayectoria de un total de 20000
células, divididas en 10 niveles diferentes de induccion de regulador, y se obtuvieron los
valores correspondientes para cada especie tras 20000 iteraciones. En la Figura 3-34 se
muestran los resultados para el regulador (X,TetR) y proteina regulada (Y, GFP). En la Figura
3-35 se muestran las distribuciones y lal entre el mRNA del regulador (x, MRNAw) vy el
regulador (X,TetR); mientras que en la Figura 3-36 se muestra las distribuciones y la I entre el

regulador (X,TetR) y el mRNA de la proteina regulada (y,mRNAgp).

I(X;Y) = I(TetR; GFP)
A E = 100 E =10

100 200
bins
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Figura 3-34. Efecto del cambio en la vida media de las proteinas en la I entre TetR y GFP. Se realizaron simulaciones
modificando E (tasa de degradacidn de las proteinas dividida entre la tasa de degradacién del RNA). (A) Mapas de
densidad dependiendo de E. En el eje vertical se representa TetR (X) frente a GFP (Y) en el eje horizontal. Los
colores indican mayor densidad, de negro a blanco. (B) Nubes de puntos de los datos simulados. Se representa el
valor de Y para cada célula en funciéon de X. (C) Cambio del valor de la informaciéon mutua en funcién del nimero de
bins utilizados para su célculo. Los colores en los paneles B y C indican el valor de E en cada simulacion segun el
codigo en C.

Como puede observarse en la Figura 3-34, al disminuir la vida media de las proteinas (E->1), la
I entre regulador y proteina regulada descendid significativamente, desde valores de
I1(X;Y)=1,6 para E=100, hasta I(X; Y)=0,8 para E=1. Estos resultados indican que un descenso
en la estabilidad de las proteinas conllevaria una disminucion en la I observable entre las
distribuciones de ambas. Como apuntamos antes, las proteinas fluorescentes son
esencialmente estables (Andersen et al., 1998), por lo que, aunque desconocidas, las vidas
medias de TetR nativo y TetA pueden asumirse como similares o en todo caso inferiores a las
de las variantes fluorescentes. Esto indica que la I calculada experimentalmente debe

considerarse un limite superior a la I del sistema no marcado.

I(x;Y) = I(MRNAg; TetR)
A E = 100 E =10
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Figura 3-35. Efecto del cambio en la vida media de las proteinas en lal entre mMRNAw y TetR. Se realizaron
simulaciones modificando E (tasa de degradacién de las proteinas dividida entre la tasa de degradacion del RNA).
(A) Mapas de densidad. En el eje vertical se representa TetR (X) frente a mRNAtw (x) en el eje horizontal. Los
colores indican mayor densidad, de negro a blanco. (B) Nubes de puntos de los datos simulados. Se representa el
valor de X para cada célula en funcién de x. (C) Cambio de la informaciéon mutua en funcidn del nimero de bins
utilizados para su calculo. Los colores en los paneles B y C indican el valor de E segun el cédigo en C.

125



3. Resultados

La Figura 3-35 indicd, no obstante, que a medida que la estabilidad de la proteina se acerca a la
de su mRNA, la [ entre ellos aumenta, alcanzandose un maximo de I(x; X)=2,2 cuando E=1.
Este resultado nos muestra que a) un mRNA y su proteina correspondiente muestran mayores
grados de correlaciéon cuanto mas similares son sus tasas de degradacion y b) esto no indica,
sin embargo, que una mejor correlacion entre mRNA y proteina resulte en una mayor I entre

proteina reguladora y proteina regulada.

Por ultimo, en la Figura 3-36 se muestra que la I entre el regulador y el mRNA regulado no
cambia significativamente ante variaciones en E. Esto es debido a que, aunque la informacién
es mutua, la dependencia de la I respecto a ambas variables no es equivalente. En el caso de la
relacion entre el regulador y el mRNA regulado, este ultimo se asume como inestable, por lo
que su capacidad de “memorizar” las concentraciones pasadas de regulador es minima. Es por
esto que la I se hace relativamente independiente de la vida media del regulador: sea cual sea
su concentracion y su propia “memoria”, el mRNA regulado solo es capaz de contener la I que

su vida media permite.

I(X;y) = I(TetR; mRNAys,)
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Figura 3-36. Efecto del cambio en la vida media de las proteinas en la I entre TetR y mRNAgs,. Para producir los
distintos comportamientos se realizaron simulaciones modificando E (tasa de degradacion de las proteinas dividida
entre la tasa de degradacion del RNA). (A) Mapas de densidad, en las abscisas se representa TetR (X) y en el eje de
ordenadas mRNAgs, (). Los colores indican mayor densidad, de negro a blanco. (B) Nubes de puntos de los datos
simulados. Se representa el valor de y para cada célula en funcién de X. (C) Cambio de la informacién mutua en
funcién del nimero de bins utilizados para su calculo. Los colores en los paneles B y C indican el valor de E segun el
codigo en C.
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3.4.3.Efecto de las fluctuaciones sobre la informacién mutua.
Ademas de la vida media de los componentes, otro factor importante que puede afectar a la
capacidad de un circuito transcripcional para transmitir informacion es el nivel de
fluctuaciones experimentadas por sus componentes. Dado que las reacciones quimicas de
sintesis y degradacion de RNA y proteinas son intrinsecamente estocasticas, la célula mantiene
un control imperfecto sobre las concentraciones de los componentes del circuito (Lestas et al.,
2010). Esta aleatoriedad en las reacciones de sintesis y degradacidn se traduce en la existencia
de un cierto "ruido" genético, tanto en la sefial (el TF), como en el output (la proteina
regulada). En general se acepta que, como en cualquier otro canal de informacién, el ruido
disminuye la capacidad informativa. Sin embargo, cuantificar el impacto del ruido sobre la
informacién mutua es complicado. No disponemos de métodos experimentales adecuados que
nos permitan alterar especificamente las fluctuaciones de los componentes, lo que dificulta un
abordaje experimental directo. Por otra parte, aunque existen soluciones analiticas que
correlacionan el nivel de ruido con la capacidad informativa de un factor de transcripcion,
dichas soluciones se basan en aproximaciones gaussianas (Tkacik et al., 2008).
Desgraciadamente, este tipo de aproximaciones (conocidas como small noise approximations)
resulta poco adecuado para el problema que nos ocupa. En bacterias, los reguladores
transcripcionales se encuentran en bajo numero de copias (Hammar et al., 2012; Taniguchi et
al., 2010), dando lugar a distribuciones poissonianas (Paulsson, 2004) o binomiales negativas
(So et al., 2011). Otras soluciones, basadas en relaciones de fluctuacién-disipacion, si bien no
contienen asunciones previas sobre la distribucién de componentes, requieren aproximaciones
lineales al ruido (Paulsson, 2004), poco adecuadas para sistemas como TetR, que mostro
indices de cooperatividad cercanos a 4. Por estas razones, decidimos abordar el estudio del
impacto de las fluctuaciones moleculares sobre la capacidad informativa del canal de manera

computacional.

Para ello, realizamos simulaciones en las que mantuvimos constantes las tasas de sintesis y
degradacién de los componentes, asi como los pardmetros "mecanisticos" del sistema (la
constante K y el grado de cooperatividad n). Sin embargo, modificamos sistematicamente el
tamafio de la salva S (burst size) en las reacciones de sintesis. Este es el principal factor
generador de ruido intrinseco (So et al., 2011), y se corresponde al nimero promedio de
moléculas producidas por reaccion de transcripcidén/traduccién. Cuando S=1 el sistema se
encuentra en el limite poissoniano de fluctuaciones, mientras que para S>1 las distribuciones
toman forma de binomiales negativas con mayores niveles de ruido (So et al., 2011). Para

estudiar el impacto del ruido intrinseco sobre la capacidad informativa del canal, analizamos
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de manera independiente el efecto de distintos niveles de S en la traduccion de TetR (input) y

de GFP (output).

Efecto de las fluctuaciones intrinsecas sobre el input
Para analizar el efecto de las fluctuaciones intrinsecas en TetR, computamos las trayectorias de
20000 células, sometidas a 10 condiciones de induccién diferentes, utilizando el cédigo para
poblaciones indicado en el apartado 2.9.2 de Materiales y Métodos. De manera analoga a lo
indicado anteriormente, para cada célula se recuperaron las concentraciones en estado
estacionario de mRNAs y proteinas después de un total de 20000 iteraciones. Repetimos este
analisis para valores de S entre 1y 5, y de las distribuciones obtenidas se computé el nivel de
ruido intrinseco en la sefial (TetR), el mapa de respuesta TetR/GFP y la informacion mutua
observable. Los resultados del analisis se muestran en la Figura 3-37. Como puede observarse
en el panel C de la figura, a medida que aumentamos el tamario de S, los niveles de ruido en
TetR aumentan. Al computar las distribuciones y la informacion mutua observable,
comprobamos que este aumento en el nivel de ruido intrinseco en el input se traduce en una
reduccion en la capacidad informativa del canal, que pasa de 1,8 bits en el limite poissoniano a
1,3 bits cuando S=5 (Figura 3-37.D). Este cambio en I se produce sin que el valor promedio de
la funcién de transferencia sufra alteraciones importantes (Figura 3-37.C). El Unico cambio
aparente es un incremento en el rango de X, debido a que un aumento en Sy produce un
mayor numero promedio de proteinas por mRNA, por lo que S=5 alcanza concentraciones de
X 5 veces mayores que S=1. Dado que el rango de X es un factor critico a la hora de
determinar la I, nos preguntamos si las I(X;Y) observadas entre los distintos valores de S se
debian exclusivamente al cambio en la distribucién marginal de X. Para comprobar este
extremo, fijamos un maximo de X, X, Y nos quedamos con los pares XY para todos los
valores de S en los que X < X,,,,- Para cada valor de S se eligieron aleatoriamente 15000
pares XY y se computd I(X;Y). Este tratamiento normaliza tanto el rango como el niumero de
observaciones para todos los valores de S, lo que permite determinar si el incremento del
ruido intrinseco en la sefial produce algun efecto sobre I(X;Y) independiente de la amplitud
de la distribucién marginal de X. Como puede verse en el panel E de la Figura 3-37, un
aumento de S produce un descenso en I(X;Y) incluso cuando las distribuciones marginales
son iguales. De estos resultados concluimos que, para una funcidn de transferencia dada, un

aumento en el ruido intrinseco produce una disminucidn en la capacidad informativa del canal.
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Figura 3-37. Efecto de las fluctuaciones en el input sobre la capacidad informativa del canal. (A) CMEs del sistema.
Para producir un incremento en las fluctuaciones del input modificamos el tamafo de la salva, Sy, en la produccién
de X. Los resultados de la figura indican valores desde S=1 proteina por evento de traduccién, hasta S=5 proteinas
por evento de traduccion. (B) Mapa de input (X)/output (Y) para S=1 (puntos azules) y S=5 (puntos rojos). Las lineas
continuas indican la media moévil para ambas poblaciones (roja para S=5 u azul para S=1). Ambas lineas aparecen
solapantes. (C) Nivel de fluctuaciones para distintas concentraciones promedio de X. Se muestra en el panel los
valores de fluctuacidn expresados como coeficiente de variacién frente al valor promedio de x para distintos valores
de S. (D) Informacion mutua I(X;Y) calculada con distinto nimero de bins (eje x) para los distintos valores de S. En
el recuadro interno se muestra el valor maximo de I(X;Y) obtenido en funcién de S. (E) Valor méximo de I para
distintos valores de S cuando se permiten distintas distribuciones marginales de X (puntos negros) y cuando I es
calculada sobre una misma distribucién marginal de X (puntos rojos).

Efecto de las fluctuaciones intrinsecas sobre el output
De igual forma, analizamos el impacto sobre la capacidad informativa del canal de cambios en
el tamarfio de la salva para la produccién del output, GFP. Las simulaciones se realizaron de
manera idéntica a lo descrito anteriormente, incrementando el valor de S para la traduccion
de la GFP de 1 molécula a 5. A partir de las trayectorias se obtuvo la distribucién en estado
estacionario y de estas distribuciones se calculd el valor maximo de I(TetR; GFP). Como
puede verse en la Figura 3-38 existen diferencias significativas entre estos resultados y los
obtenidos para el input (Figura 3-37). En primer lugar al modificar Sy se modifica el rango de Y
de manera acorde (Figura 3-38.B). Esto hace que la funcién de transferencia promedio sea

diferente (para un mismo valor de X se obtienen distintos valores de Y). Sin embargo, al
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calcular I(X,Y) observamos que un aumento en Sy no produjo diferencias significativas en la
cantidad de informacidn transmitida por el canal (Figura 3-38.D). De hecho, al representar las
fluctuaciones en el output frente a su valor medio (Figura 3-38.C) observamos que para un
amplio rango de valores de Y, el aumento en Sy no produce variaciones apreciables en el
ruido. El resultado es que, al aumentar el valor de Sy se produce un traslado de la funcién de
transferencia hacia valores mds altos de Y. Sin embargo, debido a que las fluctuaciones en Y
provienen fundamentalmente de los niveles de input, este traslado no varia significativamente
las fluctuaciones en el output. Como consecuencia, I(X;Y) para todos los valores de Sy fueron
similares. De estos resultados podemos concluir que: a) una modificacidon en el rango de Y
puede alterar la funcién de transferencia sin alterar su capacidad de transmisiéon de
informacidn; y b) variaciones en el ruido intrinseco del output tuvieron un efecto minimo sobre

la capacidad informativa del canal.
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Figura 3-38. Efecto de las fluctuaciones en el output sobre la capacidad informativa del canal. (A) CMEs del sistema.
Para producir un incremento en las fluctuaciones del output modificamos el tamafio de la salva, Sy, en la
produccién de Y. Los resultados de la figura indican valores desde S=1 proteina por evento de traduccién, hasta S=5
proteinas por evento de traduccién. (B) Mapa de input (X)/output (Y) para S=1 (puntos azules) y S=5 (puntos rojos).
Las lineas continuas indican la media mévil para ambas poblaciones (roja para S=5 y azul para S=1). (C) Nivel de
fluctuaciones para distintas concentraciones promedio de Y. Se muestra en el panel los valores de fluctuacion
expresados como coeficiente de variacidn frente al valor promedio de Y para distintos valores de S. (D) Informacion
mutua I (X;Y) calculada con distinto nimero de bins (eje x) para los distintos valores de S. En el recuadro interno se
muestra el valor maximo de I(X,Y) obtenido en funcién de S.
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3.4.4.Efecto de K y n sobre la informacion mutua
La razéon fundamental de que un TF/gen regulado mantenga un cierto nivel de I es que existe
una funcién de transferencia que correlaciona la produccién del gen regulado con los niveles
de TF. Es por esto que, ademas de factores propios de los componentes como la vida media y
los niveles de fluctuacién, los pardmetros que modifican la forma de la funcién de
transferencia también tienen un impacto directo sobre la capacidad informativa del canal.
Tkacik, Walczak y Bialek (Tkacik et al., 2009) estudiaron el problema de, dado un rango de
concentraciones de input y output, y unos niveles de ruido asociados a ambas variables, qué
funcién de transferencia optimiza la I. Para encontrar una constante K (constante de
disociacién de la unidn del regulador a su operador) y un grado de cooperatividad n 6ptimos,
Tkacik et al. recurrieron a una aproximacion para el ruido de entrada basada en que este era
de pequefia magnitud y normalmente distribuido. Asumiendo distribuciones gaussianas en el
input, pudieron obtener expresiones analiticas para la I, que posteriormente optimizaron en
funcién de K y n. Nuestras simulaciones con CMEs no asumen a priori que la distribucion de
componentes deba seguir una forma concreta. No obstante, dado que asumimos tiempos de
espera exponenciales, los componentes tienden a distribuirse en forma binomial o
poissoniana. Para comprobar si estos cambios en la distribucion de fluctuaciones hacian
cambiar los 6ptimos obtenidos por Tkacik et al. para distribuciones normales, realizamos una

serie de simulaciones en las que modificamos los valores de K y de n.

Las simulaciones se realizaron de manera idéntica a lo descrito anteriormente (apartado 2.9.2
de Materiales y Métodos), haciendo variar el valor de cooperatividad aparente n={1,2,4,6,8}.
Los resultados se muestran en la Figura 3-39. Los cambios en n produjeron, no solo una
modificacion en la forma de la funcion de transferencia, sino una redistribucién de las masas
de probabilidad. Asi para n=1y n=2 las células pueblan de manera mas o menos uniforme toda
la trayectoria de la funcidn. Sin embargo, al aumentar n, hay una concentracion de las masas
de probabilidad sobre los extremos de la funcién. Un aumento de lan, por tanto, no solo
produce una pendiente mds pronunciada alrededor de K, sino que disminuye la proporcion de
células que se encuentran en estados intermedios. En el limite n - oo esperariamos, por
tanto, un interruptor digital perfecto en el que todas las células estuviesen en uno de los dos
estados posibles. Como era de esperar, esto se correlaciond con una tendencia a que valores
altos de n disminuyesen la I. No obstante, esta relacién no es monétona, dado que el maximo
de I se observo para n=2. Este resultado es similar al resultado analitico obtenido por Tkacik

para fluctuaciones pequefias y normales.
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Figura 3-39. Efecto de n sobre la informacién mutua. Para producir los distintos comportamientos se realizaron
simulaciones modificando el valor de n. (A) Mapas de densidad para las distintas n (cada punto representa una
célula). Se representa actividad promotora (Y) frente a regulador (X). Los colores indican incremento en la
densidad, de negro a blanco. (B) Nubes de puntos de los datos simulados. Se representa el valor de Y para cada
célula en funcién de X. Los colores indican el valor de n segun la leyenda del grafico. (C) Cambio de la informacion
mutua en funcidn del nimero de bins para las diferentes n.

De forma analoga, fijamos n=4 (correspondiente a los valores aproximados obtenidos
experimentalmente) y variamos sistematicamente K. Los resultados, mostrados en la Figura
3-40, indican la relacién entre el valor de K/c, donde c indica la concentracién maxima de
regulador, y el valor de lal entre el regulador Xy su proteina reguladaY. Como puede
observarse en el panel C de la Figura 3-40, la relacion entre K/cy lal no es mondtona,
alcanzdndose un mdaximo en K=0,1c. Valores de K cercanos a 0 sufren del problema del
enorme efecto de las fluctuaciones intrinsecas para valores bajos de X. Por el contrario, altos
valores de K hacen que la mayor parte del rango de X no produzca cambios aparentes enY,

por lo que la informacién mutua disminuye.
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Figura 3-40. Efecto de K sobre la informacién mutua. Para producir los distintos comportamientos se realizaron
simulaciones modificando el valor de K. (A) Mapas de densidad de las diferentes distribuciones (cada punto
representa una célula) dependiendo del ratio K/c (constante de disociacidon entre concentracion mdaxima de
regulador). Se representa actividad promotora (Y) frente a regulador (X). Los colores indican incremento en la
densidad, de negro a blanco. (B) Nubes de puntos de los datos simulados. Se representa el valor de Y para cada
célula en funcion de X. Los colores indican el valor de K. (C) Cambio de la informacion mutua en funcion del
numero de bins para las diferentes K. En el recuadro se representa la I,,,,, obtenida respecto a K/c.
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4. Discusion

4.1. El problema de la parametrizacion de las redes

de regulacion transcripcionales

La trascripcién de los genes, como ya hemos visto, estda regulada por proteinas Ilamadas
factores de transcripcidén. Estos factores a su vez estan codificados en otros genes cuya
transcripcién esta controlada por otros TF (o por ellos mismos), y asi sucesivamente,
generando una red de vinculos de regulacion entre ellas. Ademas, los factores de transcripcién
pueden ver modificada su actividad por accién de otras moléculas. Al conjunto de estas
interacciones y las partes participantes las llamamos redes de regulacién. El estudio cldsico de
estas redes se ha basado en el conocimiento de su topologia, es decir, qué componentes
conforman la red y qué interacciones hay entre ellos. La topologia es un factor critico en el
comportamiento de las redes transcripcionales, pero igualmente importante es cuantificar las
interacciones entre los nodos, lo que denominamos problema paramétrico (Fernandez-Lopez
et al., 2010; Rosenfeld et al., 2005). Para resolver este problema es necesario cuantificar la
relacidon entre los nodos, lo que en redes transcripcionales implica la cuantificacién de la
relacidn entre un TF y su promotor diana. Esta funcidon se denomina funcion de transferencia.

Obtener esta funcidn plantea una serie de problemas metodoldgicos y tedricos:

i) ¢Qué métodos experimentales son los adecuados para su obtencion? ¢Pueden

sistematizarse?

ii) ¢Qué nivel de descripcidn es necesario para poder obtener funciones que expliquen el
comportamiento del sistema y que permitan predecir su comportamiento? ¢Es posible
obtenerla mediante medidas poblacionales o, por el contrario, requiere medidas en

células individuales?

iii) ¢Qué unidades podemos utilizar para describirla? ¢ Qué modelos matematicos permiten
una mejor aproximaciéon al problema de la transduccién de sefales en las redes

transcripcionales?

Partiendo de diferentes aproximaciones a este problema (Fernandez-Lopez et al., 2010;
Rosenfeld et al., 2005; Tkacik et al., 2008) en esta tesis, hemos explorado distintas

metodologias para dar respuesta a estas preguntas.
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4.2. Lafluorimetria de cultivos presenta problemas
de sensibilidad a la hora de determinar la funcion

de transferencia.

Desde su introducciéon, la fluorimetria de cultivos es una técnica relativamente sencilla,
ampliamente utilizada para caracterizar la respuesta dinamica de un promotor (Kalir et al.,
2001; Ronen et al., 2002). Esta técnica permite extraer valores cuantitativos sobre la expresion
desde un promotor determinado, utilizando proteinas fluorescentes como genes reporteros.
Asi, la medida de los valores de fluorescencia y de densidad dptica del cultivo (que
proporcionan una aproximacidn cuantitativa a la multiplicacién de las bacterias dentro del
cultivo), permiten obtener la tasa de cambio de la cantidad de fluorescencia por unidad de
densidad Optica. A partir de estos valores se puede calcular una actividad promedio del
promotor dentro del conjunto de la poblacidon. La fluorimetria de cultivos puede paralelizarse
en placas multipocillo, lo que permite la caracterizacién répida de la actividad de un promotor
ante distintos estimulos o condiciones de crecimiento. Por estas razones nuestro grupo
planted, hace unos afios, un método general que hacia uso de esta técnica experimental para
determinar el efecto cuantitativo de un regulador transcripcional sobre un promotor diana
(Fernandez-Lopez et al., 2010). Nuestro método se basaba en la expresién controlada del
regulador (el input), cuya produccidn podia ser inducida afiadiendo distintas concentraciones
de arabinosa (Figura 1-6.B). Para cada uno de estos niveles de expresion, el valor del output se
determinaba mediante fluorimetria de cultivos. En su descripcidon original, este método se
empled para parametrizar el efecto del regulador transcripcional KorA, lo que nos llevd a
proponer que este método podria ser adecuado para la parametrizacion sistemdtica de las
redes de regulacidn transcripcional en bacterias. Por ejemplo, este tipo de analisis permitio

determinar la red de regulacion del plasmido R388 (Fernandez-Lopez et al., 2014).

Durante el desarrollo de esta tesis, la aplicacion de este método al par formado por el
regulador TetR y su promotor diana pwta produjo, sin embargo, resultados desiguales. Por un
lado, la actividad transcripcional desregulada de los promotores pudo determinarse
correctamente (Figura 3-1). El andlisis de la actividad junto con el promotor de referencia
BBa_J23101, propuesto como estandar de actividad in vivo (Kelly et al., 2009), permite
relativizar las fuerzas de los distintos promotores y contextualizarlas para poder comparar

entre laboratorios y técnicas.
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Respecto al mecanismo de regulacidn, la técnica fue capaz de discernir entre el estado libre y
reprimido del promotor piwta. Sin embargo, el registro de la dinamica de la represién se vio
limitado por la sensibilidad. Para el caso del vector de expresion pBAD33, la cantidad de
regulador producido, incluso en condiciones represoras para el sistema de expresion, bajaba la
actividad de prta @ niveles inferiores a los detectables por el fluorimetro. Como solucién, el
cambio del sistema de expresién a un vector con un numero de copias menor supuso una
expresion basal de TetR menor, y se pudieron medir gradientes de actividad transcripcional en

diferentes condiciones de cultivo (Figura 3-5).

No obstante, el cédlculo de la funcién de transferencia necesita, no solo de la expresion
controlada del input, sino de su cuantificacion. En (Fernandez-Lopez et al., 2010) se utilizd una
estimacion aproximada de los niveles de regulador correspondiente a los distintos niveles de
arabinosa. Para ello, se calibrd la respuesta del promotor peap a la arabinosa utilizando gfp
como gen reportero. Para cada nivel de arabinosa se obtenia asi un nivel de GFP, y la curva
entre arabinosa/GFP producida se asumia representativa de la induccidon de una proteina
cualquiera bajo pBAD. En el caso de TetR, esta estimacion fue imposible. Las inducciones por
arabinosa que producian una respuesta de p:.ta detectable por fluorimetria no daban sefial de
actividad en la curva de calibracion con el promotor pgap. Intentamos entonces medir
directamente la concentracién de regulador. Para ello realizamos una fusién traduccional del
regulador a la proteina fluorescente roja mKate2. La fusién traduccional resultd en una
proteina estable y funcional (Figura 3-6.A y B). Sin embargo, los niveles de fluorescencia
producidos por mKate2 fueron insuficientes para su cuantificacién (Figura 3-6.C). Cuando la
proteina de fusidon TetR:mKate2 alcanzaba niveles detectables, los niveles de GFP ya estaban
totalmente reprimidos (Figura 3-7 y Figura 3-11). En resumen el rango de deteccidon del input
no solapaba con el rango de deteccion del output haciendo inviable el cdlculo de la funcién de

transferencia.

Datos no mostrados en esta tesis indican que el problema de la sensibilidad de la fluorimetria
de cultivos puede ser frecuente. Por ejemplo, intentos para parametrizar los pares
promotor/regulador cl/pr del fago lambda y MerR/pmer de Tn21 resultaron infructuosos
(ensayos llevados a cabo por nuestro grupo, datos sin publicar). En funcién de la fuerza del
promotor y de la afinidad del regulador por su operador, los valores de ambas sefiales pueden

quedar fuera del rango de sensibilidad de la técnica.
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4.3. La microscopia de fluorescencia permite
resolver el problema de la sensibilidad

experimental

Dado que el problema fundamental para la determinacién de la funciéon de transferencia
parecia estar en la sensibilidad de la fluorimetria de cultivos, decidimos analizar nuestros
sistemas experimentales utilizando una herramienta mds sensible: el microscopio de
epifluorescencia. La microscopia de fluorescencia requirid importantes cambios en nuestro
protocolo experimental. En primer lugar, en la fluorimetria la medida de los valores totales de
fluorescencia y numero de células permite obtener de manera inmediata el promedio
poblacional (simplemente dividiendo GFP/ODeoo). En cambio, la microscopia nos proporciona
valores individuales. Para poder estimar los valores poblacionales de manera adecuada
necesitamos un muestreo suficiente. Dado que en un campo de microscopia tan solo es
posible seguir un nimero muy limitado de células a lo largo del tiempo, decidimos recurrir al
método de “instantanea” (snapshot). Este método consiste en tomar células que se
encuentran creciendo en cultivo liquido en fase exponencial, colocarlas sobre un portaobjetos
que contiene un soporte de agarosa con las mismas concentraciones de nutrientes, e
inmediatamente tomar una instantanea en el microscopio. Realizando multiples instantaneas
pudimos obtener un muestreo suficiente de la poblaciéon, tomando imagenes de varias

decenas de miles de células por sistema experimental analizado.

Otra diferencia significativa respecto a la fluorimetria es que la cuantificacién de la sefial en
microscopia requiere de un calibrado mayor. En nuestro caso, nos aseguramos de corregir las
aberraciones en la sefial producidas por la curvatura de la lente (flat field correction) asi como
de calibrar exposiciones y niveles de intensidad (Figura 2-9, Materiales y Métodos). Para cada

nivel de induccidn se obtuvieron imagenes y se segmentaron entre 1200 y 2000 células.

El paso a la microscopia de epifluorescencia supuso una mejora en los umbrales de deteccion.
En los tres sistemas genéticos analizados se pudo correlacionar la senal del input con la sefial
del output en un rango dinamico que abarca entre 2 y 4 logs (Figuras 3-16, 3-19 y 3-23).

4.4. El comportamiento de la media y la mediana

frente a la dispersion poblacional

El microscopio no solo nos proporciond la sensibilidad necesaria para medir la relacidon

input/output en todo el rango de concentraciones, sino que ademas nos permitié comparar los
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valores poblacionales con los estadisticos que describen el comportamiento global de la
poblacién, como la media y la mediana. En las Figuras 3-16, 3-19 y 3-23 podemos observar
que, en los tres sistemas experimentales, la media se desvia drasticamente de la mediana en
las regiones de transicion entre los estados encendido y apagado del promotor. Esta
diferencia, que llega a ser de hasta 13 veces para un mismo valor de input, refleja el tremendo
impacto que la estocasticidad en la expresidn genética tiene sobre la funcion de transferencia.
En su analisis de la funcién de transferencia, Rosenfeld et al. ya advertian que las medidas
poblacionales podrian dar una imagen sesgada de la funcién de transferencia (Rosenfeld et al.,
2005). Nuestros resultados indican que este sesgo puede ser realmente alto: en muchos
tramos el promedio poblacional, arrastrado por los valores mas altos de la distribucién, se
aparta de la masa de probabilidad y se sitia en regiones del plano donde no hay
practicamente ninguna célula. La naturaleza de la mediana, menos sensible a los valores
extremos, amortigua en cierto modo esta tendencia, por lo que esta debe ser considerada un
estadistico mas adecuado para describir el comportamiento de la poblacidn. En cualquier caso,
nuestros datos indican que, de haber sido posibles, las medidas poblacionales obtenidas por
fluorimetria estarian altamente condicionadas por los valores superiores de la distribucidn de
outputs. Como apuntaban Rosenfeld et al. (Rosenfeld et al., 2005), esto daria lugar a una
infraestimacién considerable de la linealidad de la respuesta. Nuestros resultados indican que
la cooperatividad (n) es sistematicamente mayor en los ajustes para la mediana que en los
ajustes para la media. Para el sistema de dos plasmidos, n tiene un valor 3,69 para la media y
3,83 para la mediana. En el caso del sistema con un solo plasmido (pRRG63) n es 3,33 para la
media y 3,59 para la mediana. Y en el sistema integrado en el cromosoma (RRS247) n es 1,44
para la media y 1,49 para la mediana. Dado que incluso la mediana aparece sesgada por los
valores superiores, los valores de n ajustados para este estadistico deben tomarse como un

limite inferior de la linealidad real de la respuesta.
4.5. Diferencias en el rango de la funcion de

transferencia debidas a la localizacion genética del

sistema

Nuestros resultados muestran las distribuciones de input/output cuando el par TetR / preta S€
encuentra en tres configuraciones genémicas distintas. Por un lado, tenemos un sistema en el
gue un cassette genético que contiene tanto el regulador como el promotor regulado se
encuentra clonado dentro del cromosoma de E. coli, en el locus del operdn de la arabinosa

(RRS247). Este mismo cassette también se insertd en un pldsmido de bajo nimero de copias
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(pPRRG63) y en otra construccidn se clond en plasmidos distintos la region del input y la region
correspondiente al output (pPRRG62 y pRRG13). El andlisis de los mapas de input/output para

estos tres sistemas reveld diferencias significativas.

Por un lado, el rango de valores de input y output fue diferente para los tres sistemas, aun
cuando se utilizaron niveles de induccion de TetR equivalentes. Definimos R como el rango de
represion, equivalente a dividir los niveles medianos de output en condiciones de no represion
frente a los niveles medianos de output cuando la represién es total (niveles de TetR
saturantes). Comparando los niveles de R obtenidos para los tres sistemas experimentales,
observamos que el sistema cromosdmico mostrd un nivel significativamente menor (R=80,2)
frente al obtenido para el sistema de un plasmido (R=537,7) y al sistema de dos plasmidos
(R=379,2). Esto es debido a que la localizacidn plasmidica de ambos sistemas hace que el nivel
desregulado (en ausencia de TetR) alcance niveles mayores. Dado que el nivel completamente
reprimido fue similar en los tres casos, el resultado es una R menor para el sistema
cromosomico, que tiene un menor nimero de copias del gen por célula. Los diferentes niveles
de R obtenidos para el sistema de un pldsmido (Figura 3-20) y el sistema de dos plasmidos
(Figura 3-17) se deben, probablemente, al distinto nimero de copias de los plasmidos
utilizados. En el sistema de dos plasmidos el output (pteta:gfp) se clond en un vector con origen
de replicacién de SC101, que mantiene unas 5 copias de plasmido por cromosoma (Hasunuma
and Sekiguchi, 1977). En el sistema de un plasmido (pRRG63) el origen de replicacion RK2
presenta un nimero de entre 4 y 7 copias de plasmido por cromosoma (Figurski et al., 1979).
En nuestras condiciones de cultivo RK2 presenta un mayor nimero de copias que SC101, como
demuestran los niveles de fluorescencia de los controles con pRRG13 (SC101) y pRRG85 (RK2)
en la Figura 3-9. Como consecuencia, el sistema de dos plasmidos mostré un nivel mayor de
TetR por promotor preta, reduciendo el rango de expresidén entre los valores desreprimidos y

completamente reprimidos de preta.

4.6. Efecto de lalocalizacion genética del sistema

sobre las fluctuaciones

La localizacidn del sistema en plasmidos o en el cromosoma no solo produjo diferencias en el
rango de regulacién, sino que tuvo también un impacto evidente en los niveles de fluctuacién
de la relacidén input/output. En su andlisis de los factores que condicionan el nivel de
fluctuacion en la expresién genética, Paulsson apuntd a la localizaciéon plasmidica como una
posible fuente de ruido (Paulsson, 2004). Los plasmidos son moléculas de DNA de replicacion

independiente y no sincronizada con la replicacién cromosdémica, que se encuentran en un
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numero variable dentro del citoplasma celular. La asincronia respecto a la replicacién
cromosomica hace que el nimero de copias de los plasmidos sea fluctuante (Lau et al., 2013).
Aunque los plasmidos contienen mecanismos destinados a limitar estas fluctuaciones (Lestas
et al., 2010), en general desconocemos su magnitud respecto al nUmero de equivalentes
cromosomicos. Este ruido en el nimero de copias se transmite a aquellos genes codificados
por el plasmido (Chabot et al., 2007) y se espera que tenga un impacto sobre la capacidad de
los mecanismos de control de la célula (Raser and O'Shea, 2005). Nuestros resultados permiten
comparar las fluctuaciones en la relacion input/output entre TetR y su promotor regulado en
tres condiciones distintas: cuando input y output se encuentran en el cromosoma (RRS247),
cuando input y output se encuentran en un plasmido que experimenta fluctuaciones en su
numero de copias (pRRG63) y cuando input y output se encuentran en plasmidos distintos que
experimentan fluctuaciones independientes (pRRG13+pRRG62). Al comparar los niveles de
ruido (expresados como el coeficiente de variacidon en el output, GFP) frente a los niveles
promedio de input (valores promedio de TetR), podemos observar que los tres sistemas dieron

lugar a perfiles diferentes.
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Figura 4-1. Coeficientes de variacion de la actividad promotora de pieta €n funcidn de los rangos de concentracion
de TetR. Los datos representados pertenecen a la media de los bins de [TetR:mKate2] en los experimentos de las
Figuras 3.16 (pRRG13+62), 3.19 (pRRG63) y 3.23 (RRS247).

Por un lado, el sistema cromosdémico (RRS247) mostro, globalmente, menores coeficientes de
variacién en el output para todo el dominio de concentraciones del input. Este resultado va en
la linea de lo predicho por los andlisis tedricos (Paulsson, 2004), indicando que la localizacién
cromosomica se traduce en menores niveles de ruido. Por otro lado, pese a que en principio
eran esperables mayores niveles de ruido en la respuesta cuando input y output fluctian de
manera independiente (pRRG13+pRRG62), los datos indican un panorama distinto. La
comparacion entre el sistema de uno y dos plasmidos indica que los niveles de ruido

incrementan de manera similar en ambos sistemas al acercarse a la K aparente (ajustes de las
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Figuras 3-17 y 3-20). Obviando los tres valores maximos para el sistema de un plasmido (ya
que incorporan al valor propio de su dispersion un artefacto debido a una region
inframuestreada), valores de TetR superiores a K produjeron mayores niveles de ruido en el
sistema de un pldsmido, a pesar de que en este sistema se espera que las fluctuaciones en el
numero de copias del gen de TetR y de preta Sean sincrénicas (dado que ambos genes estan
codificados en el mismo pldasmido). No es facil dar una hipdtesis obvia a este fendmeno: la
diferencia en el nimero de copias esperado entre los pldsmidos utilizados es demasiado
pequeia como para ser la Unica causa (en el caso de SC101 las fluctuaciones escalarian
respecto a 1/5 frente a 1/7 en el caso de RK2). Es posible que ambos plasmidos tengan
sistemas de control del numero de copias diferentes, que hacen que para una media similar,

RK2 presente fluctuaciones menores.

4.7. Ajustes de la funcion de transferencia a la

mediana poblacional: juna o dos fases?

Uno de los resultados mas sorprendentes en nuestros mapas de dispersion de input/output
fue que, tanto en el caso del sistema cromosdmico como en el sistema de un plasmido, la
mediana de la concentracién de GFP parecia seguir una respuesta bifasica frente a la
concentracién de TetR. En ambos casos la curva sugeria dos eventos de represion
concatenados. Una posibilidad es que esta respuesta bifasica correspondiese a la unién a cada
uno de los dos operadores tetO presentes en el promotor de pta. Como se detalla en la
introduccion los distintos estudios publicados, aunque caracterizan la afinidad de ambos
operadores en el mismo orden de magnitud, llegan a asignar hasta 5 veces mas afinidad a
tetO, (Kleinschmidt et al., 1991). En nuestros ajustes, la diferencia entre la afinidad de los dos
posibles eventos de represion fue: entre 3-4 veces para el vector pRRG63; y entre 13-14 veces
para la cepa RRS247 (cociente entre las Ks de los dos eventos, K, /K;, ajustadas en las Figuras
3-21 y 3-25). En el caso del sistema de dos plasmidos, no se aprecié ningin comportamiento
bifasico en la mediana. Esto resta verosimilitud a esta explicacibn mecanistica:
independientemente del nimero de copias y de la localizacién cromosdmica, el mecanismo de
regulacién de TetR deberia ser el mismo. Por otra parte, las simulaciones apuntan a una

explicacion mas probable.

Utilizando las simulaciones basadas en CMEs, tal y como se describen en Materiales y
Métodos, podemos determinar hasta qué punto el ajuste de la mediana puede estar
condicionado por las fluctuaciones del sistema. Para ello, simulamos el comportamiento de un

sistema represor/gen regulado conn=4 y K=100 unidades. Sometimos al sistema a 10
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concentraciones logaritmicamente crecientes de regulador, y obtuvimos los valores de
input/output para las proteinas del sistema (X,Y). A partir de esta nube, realizamos un
tratamiento similar al de los datos experimentales, intentando recuperar los valores originales
de K y n que introdujimos en la simulacién. Como puede observarse en la Figura 4-2, la media
movil a lo largo del eje X revela un comportamiento polifasico, en lugar del comportamiento
esperado para la funcion que introdujimos en la simulacion. Ajustando el valor de la mediana a
una unica funcidn, obtuvimos una K de 87 y una n de 3.4, valores inferiores a los valores reales
(K=100, n=4) que introdujimos en la simulacidén. Este resultado refuerza la idea de que incluso
la mediana es un estadistico que infraestima la linealidad de la respuesta. Tal y como sucede
para los resultados experimentales, es posible, ademas, ajustar la mediana a una curva bifdsica
obteniendo altos valores de R?* (0.996 y 0.9639), pero sin representar en absoluto el

mecanismo real subyacente, dando unas K's de 115 y 382 con ns de 6 y 5 respectivamente.

El mapa de dispersidon X, Y nos revela el origen de este comportamiento andmalo de la
mediana. Cuando inducimos el regulador obtenemos distintos valores promedio, y amplias
zonas del rango de X se pueblan gracias a la dispersion en X, consecuencia del ruido en la
expresion. Dependiendo de la magnitud del ruido y la distancia entre los valores promedio de
X que inducimos (en nuestros experimentos, debidos a los diferentes niveles de arabinosa
utilizados), obtenemos zonas con baja densidad de muestreo. En estas zonas, la mediana se
encuentra totalmente dominada por los valores superiores, lo que da lugar a saltos que

pueden producir una aparente curva polifasica.

Tal y como se detalla en Resultados, las fluctuaciones observadas en nuestras simulaciones
deben tomarse como un limite inferior a la situacién real, puesto que in silico no introdujimos
fluctuaciones extrinsecas (debidas a las variaciones en RNA polimerasas, ribosomas, etc.), que
en la célula son probablemente muy importantes a la hora de condicionar el ruido en la
expresion genética (Eldar and Elowitz, 2010; Raser and O'Shea, 2005). No obstante, las
simulaciones indican que no es necesario invocar mecanismos andmalos de regulacion: la
apariencia bifasica de la mediana en los sistemas cromosémico y de un plasmido puede

explicarse debido a la existencia de zonas de TetR inframuestreadas.
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Figura 4-2. Simulacidn utilizando el cédigo de Matlab (apartado 2.9.2) de un muestreo con diferentes condiciones
de induccién. (A) Representacion del output (en nuestro sistema, actividad promotora) frente al input (en nuestro
sistema, concentracion de regulador). La media movil (linea negra) muestra un desarrollo multifasico consecuencia
de las diferentes poblaciones (nubes de puntos) producidas por el método de muestreo. (B) Representacién del
nivel de represién del output (Y;,4,/Y;) en funcidn del input. Ajuste de la mediana a la Ecuacién 3-1 (funcién de
transferencia) en uno y dos rangos del input.

4.8. Divergencia entre los datos bioquimicos y los

resultados in vivo

Las simulaciones indicaron que el ajuste mds probable para la funcidn de transferencia entre
TetR y su promotor diana ptta corresponde a una Unica constante y una cooperatividad
aparente en torno a 4. Los resultados bioquimicos, obtenidos in vitro, sin embargo, apuntan a
una n diferente. La afinidad de los dimeros de TetR a los operadores ha sido descrita como no
cooperativa (Kleinschmidt et al., 1991; Kleinschmidt et al., 1988), por lo que, suponiendo que
la dimerizacion de TetR ocurriese en concentraciones similares a las de la unién a sus
operadores, esperariamos una cooperatividad aparente de n=2. Incluso este limite es
dificilmente justificable de acuerdo a los datos bioquimicos: la constante de dimerizacion de
TetR estd 5 érdenes de magnitud por debajo, de acuerdo a la literatura (Kleinschmidt et al.,

1991; Kleinschmidt et al., 1988) .
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De todas formas, no hay que olvidar que en nuestros resultados n es tan solo una medida de la
linealidad de la respuesta, por lo que la discrepancia entre los resultados in vivo y los
resultados in vitro lo que nos indican es que el proceso de represion dentro de la célula es mas
complicado y menos lineal. Una posible causa para esta discrepancia radica en las diferentes
condiciones de unidon que la proteina experimenta in vivo o in vitro. En el tubo de ensayo las
concentraciones de proteina y operador son constantes, no fluctuantes y ademas sometidas a
difusion en 3 dimensiones. Por otra parte dentro de la célula los reguladores deben hacer
frente al crowding molecular, experimentan difusion en 1 dimension a lo largo del DNA y estan
sometidos a altos niveles de fluctuacidn en sus concentraciones. Ademds, mientras que los
ensayos bioquimicos se realizan en condiciones de equilibrio, el equilibrio es solo una asuncién
en los ensayos in vivo. Estudios realizados mediante microscopia estroboscépica, capaces de
medir in vivo la cinética de union de un TF, apuntan a que la condicion de equilibrio rapido rara
vez se cumple, siendo la constante de disociacion el factor dominante en la cinética (EIf et al.,

2007).

4.9. Control analdgico frente a control digital

Una de las cuestiones fundamentales que aun permanecen abiertas en torno a la regulaciéon
transcripcional, es la capacidad de la funcidon de transferencia de transmitir informacién
respecto a las concentraciones de un regulador dado hasta los genes regulados por este. Como
indicamos en la introduccién, existen dos limites tedricos respecto a la sensibilidad de un
output respecto a las variaciones en el input. Por un lado, existe la posibilidad de que
variaciones en la concentracion del regulador produzcan inexorablemente variaciones en la
regulacién del gen regulado. Cuando cualquier variacidn en el input (dx) produce una variacion
del output (dy) para cualquier valor del primero (x), nos encontramos en un limite que
denominaremos control analégico. Un controlador analdgico es capaz, por tanto, de reportar
informacion sobre la magnitud de la sefal. Por el contrario, podria suceder que el gen regulado
solo respondiese a aquellas variaciones en el input que superasen un determinado valor
umbral. A este tipo de regulacién, por analogia con los circuitos electrénicos, lo
denominaremos control digital. La existencia de fluctuaciones estocasticas en la expresién de
los genes afiade, ademas, un nivel adicional de complejidad. En un entorno sometido a cierta
estocasticidad, un controlador digital puede mostrar heterogeneidad a la hora de alternar
entre sus estados encendido/apagado. Esto es, ante unas mismas condiciones, las
concentraciones de regulador estaran distribuidas de una determinada manera. Si la
dispersion en esta distribucién es lo suficientemente amplia, unas células podrian encontrarse

en un lado u otro del umbral de activacion. Cambios en la distribucién de regulador
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producirian entonces un cambio en la probabilidad de activacion de cada célula individual.
Como se muestra en la Figura 4-3, a nivel poblacional no es posible diferenciar entre un
controlador analdgico y un controlador digital sometido a ruido. Dado que el comportamiento
poblacional es la resultante de la suma de los comportamientos individuales, el nivel total
observado mostrard cambios en la magnitud promedio del output ante cualquier cambio en la
intensidad promedio del input. Esta equivalencia a nivel macroscdpico no quiere decir, sin
embargo, que ambos mecanismos de control sean equivalentes a nivel microscdpico: en el
caso de un controlador analdgico las células individuales son capaces de cuantificar los
cambios en la sefial. En el caso de un controlador digital, mientras que la poblacion en
conjunto muestra respuestas cuantitativas a los cambios en la magnitud de la seiial, las células

individuales tan solo son capaces de distinguir entre dos estados posibles.
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Figura 4-3. Esquema del comportamiento poblacional frente al individual. El comportamiento gradual que presenta
la poblacion puede deberse tanto a un control digital como analdgico a nivel celular. En la parte izquierda de la
figura se representan las células de la poblacion en distintos grados de produccién del OUTPUT (distintos tonos de
verde) en respuesta al INPUT. A la derecha de la figura se representa la funcién de respuesta (OUTPUT frente a
INPUT) para una célula individual que se comporta con un control analdgico (parte superior) o digital (parte
inferior).

Nuestros resultados experimentales para TetR mostraron que tanto la media como la mediana
poblacional mostraban cambios proporcionales a la magnitud de la concentracion de TetR. Sin
embargo, también indicaron que media y mediana presentaban problemas a la hora de
representar el comportamiento tipico de las células individuales. En amplios rangos de
concentracion de TetR, las fluctuaciones en torno a la mediana fueron de varios 6rdenes de
magnitud (Figura 3-19). En estas condiciones no estd claro que el ruido en la expresion
genética permita una discriminacién no ambigua a nivel individual de las concentraciones de

regulador. Para poder contestar a esta cuestién necesitamos cuantificar de alguna manera la
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incertidumbre en la relacidn input/output, esto es, para determinar el modo de control de
TetR, necesitamos determinar cuanta informacidén transmite la concentracién de TF a sus

genes regulados.

4.10. Informacion mutua en la regulacion por TetR

Bialek y colaboradores (Gregor et al.,, 2007a) fueron los primeros en proponer que la
incertidumbre en la relacion input/output para un TF y su gen regulado no era otra cosa que la
informacién mutua, tal y como fue definida por Shannon. Siguiendo la definicion de Shannon,
la medida de la informacién mutua entre un TF y su gen regulado requiere medir las entropias
en las distribuciones marginales de input P(X), output P(Y), asi como la entropia de la
distribucidn conjunta P(X,Y). La reduccién en entropia de la distribucién conjunta respecto a
la suma de las entropias marginales es, entonces, una medida de la informacidn mutua entre X

eY:
IX;Y)=HX)+HY)—-H(X,Y)

En nuestro caso, esto requeria medir la respuesta de pieta, eXxpresada en unidades de GFP, ante
todas las concentraciones de TetR que la célula fuese capaz de experimentar. Esta ultima
condicion plantea un problema importante: aunque nuestro sistema de expresion permite
saturar la célula de TetR, concentraciones crecientes de TetR por encima del rango fisioldgico
producirian una disminucién artefactual de la informacién mutua. Un aumento de TetR por
encima de su rango fisioldgico produciria un aumento de la entropia de X (que es una medida
del numero de concentraciones posibles) mientras que H(X,Y) permaneceria constante, dado
gue a partir de un valor saturante el regulador no disminuye la produccién de gen regulado.
Para resolver este problema, utilizamos los valores obtenidos cuando TetR se encuentra bajo
su promotor nativo, pwtr. Dado que en el sistema TetR el inductor actua rebajando las
concentraciones de regulador capaz de unirse a su operador, la concentracién maxima de TetR
experimentada por la célula debe ser, necesariamente, aquella producida por su propio

promotor. De esta manera, pudimos poner un limite superior a H(X).

Un segundo problema a la hora de calcular la informacién mutua, tal y como se describe en
Materiales y Métodos, reside en la transformacién de las nubes de dispersién en masas de
probabilidad. Para poder asignar probabilidades a partir de datos individuales necesitamos
dividir el espacio (X,Y) en distintas categorias o bins. Bialek y colaboradores ya establecieron
que asignar bins de manera fisioldgica resulta problematico (Gregor et al., 2007a). Siguiendo

sus pasos, nuestra estrategia consistié en calcular la informacién mutua para un nimero
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creciente de bins, tomando el maximo obtenido como el limite superior para lal. De esta
forma, pudimos obtener los valores maximos de informacién entre TetR y ptta cuando el
sistema se encontraba insertado en el cromosoma (Figura 3-27.C), en un plasmido (Figura

3-27.B) y dividida en dos plasmidos diferentes para input y output (Figura 3-27.A).

4.11. TetR actia como un controlador digital ruidoso

Aplicando esta metodologia obtuvimos valores de I(TetR; GFP) de alrededor de 1 bit, tanto
para el sistema cromosémico, como para los sistemas de uno y dos plasmidos. Dado que el
numero de bits nos indica el nimero de niveles que el sistema es capaz de distinguir sin error,
este valor hace de TetR un controlador digital ruidoso. La célula, por tanto, es capaz de
diferenciar dos niveles de TetR, aunque bajo cierto error de inferencia. Las distribuciones de
probabilidad (Figura 3-27, paneles de la izquierda) nos muestran dos regiones
correspondientes a un nivel activado y un nivel desactivado de pita, Unidas por una region en
torno a la K aparente en el que las fluctuaciones hacen imposible la asignacién exacta del
estado de activacion: hay células que muestran niveles equivalentes al estado activado, otras
al estado inactivado y un tercer grupo que muestra valores intermedios. Resulta interesante
resaltar que, si bien las diferentes localizaciones gendmicas del sistema produjeron diferencias
en el nivel de ruido en el output (Figura 4-1), este aumento en las fluctuaciones no se tradujo
en una disminucidn apreciable de la informacién mutua. Como apuntamos anteriormente, las
distintas localizaciones gendmicas produjeron también un cambio en el rango de expresién del
gen regulado. Un aumento en el rango de expresion del gen regulado llevaria acompafiado un
aumento en la informacién mutua (Bowsher and Swain, 2014; Dubuis et al., 2013; Hansen and
O'Shea, 2015; Tkacik et al., 2009), por lo que es probable que el aumento en el rango del
output compense la disminucién en la capacidad informativa producida por un aumento del

ruido en la expresién.

En cualquier caso, los valores de I obtenidos indican que la célula tan solo es capaz de
identificar (y con cierto error asociado) la presencia o ausencia de TetR por encima o debajo de
un umbral. Las distribuciones representadas en las Figuras 3-17, 3-20, 3-24 indican que este
valor umbral se sitla alrededor de K, pero las fluctuaciones del sistema hacen que sea mas
adecuado hablar de una ventana de transicién que de un nivel sensu estricto. Valores de TetR
situados en esta ventana producen outputs en preta a lo largo de toda su distribucidn posible,
con células que para un mismo nivel de TetR muestran diferencias de casi 3 érdenes de

magnitud en el output.

150



4. Discusion

4.12. Ladesigualdad en el procesado de la

informacion

Una vez que obtuvimos los valores de informacién mutua de manera experimental, nos
preguntamos si nuestras simulaciones podrian arrojar luz sobre los factores que condicionan la
capacidad informativa de la funciéon de transferencia. El resultado mds sorprendente de
nuestro analisis computacional fue la inesperada violacién de la desigualdad en el procesado
de la informacion que observamos a lo largo del canal transcripcional. La DPI establece que,
dado una serie de procesos markovianos, la informacion a lo largo de un canal de informacion
puede disminuir o mantenerse, pero ninguna accion local puede aumentar la informacion. En
nuestro caso concreto, esto significaria que, dado que TetR actua regulando la sintesis de
MRNA a partir de peta, Y €n nuestro sistema experimental GFP se traduce a partir de este
MRNA, la informacidn entre TetR y el mRNA producido a partir de piwtan deberia ser igual o
mayor que la informacién entre TetR y GFP. Nuestro sistema experimental no permite medir
los niveles de mRNA, pero nuestras simulaciones si permiten calcular su distribucion. Es
importante resaltar, que, dado que en las simulaciones la hipdtesis markoviana es una
condicion ex ante, en teoria I(TetR; mRNAgs,) deberia ser mayor o igual a I(TetR; GFP).
Como se muestra en la Figura 3-31 nuestros resultados indicaron lo contrario. Esto es, incluso
aunque los procesos de transcripcion/traduccion fuesen perfectamente markovianos, asuncion
ampliamente establecida en la literatura (Lestas et al., 2010; Paulsson, 2004; Swain et al.,

2002), un circuito transcripcional puede violar la DPI.

La razén para esta aparente incongruencia es que el regulador transcripcional actia sobre la
tasa de sintesis de mRNA, pero incluso aunque este proceso sea perfectamente markoviano, la
concentraciéon de mRNA y proteinas depende tanto de la sintesis como de la degradacién. La
suma de dos procesos markovianos produce un tercer proceso markoviano solo si ambos son
procesos independientes. Dado que la degradacion depende de las concentraciones, y estas
dependen a su vez de las tasas de sintesis, sintesis y degradacion no son procesos mutuamente

independientes. De hecho, en una serie de procesos de Markov tales que
X->y->2z

La DPI requiere que X Z|Y. Esto es, que dado un valor de Y, X sea ortogonal a Z. En nuestras
simulaciones (y con toda probabilidad, en la fisiologia celular) esta condicién no se cumple
debido al diferente orden de magnitud en las tasas de degradacidn de mRNA y proteinas.

Mientras que, en bacterias, el mRNA tiene vidas medias cortas del orden de minutos, las
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proteinas pueden tener vidas medias del orden de horas (o dias, en el caso de proteinas
fluorescentes). Esto hace que las concentraciones de proteina muestren entre si correlaciones
de mas largo alcance que las correlaciones entre mRNA y proteina, aun cuando mRNA y
proteina pertenezcan a un mismo gen. Imaginemos por ejemplo qué sucederia si
bloquedsemos completamente la sintesis de TetR en un tiempo t determinado. Suponiendo
qgue parat los valores de TetR y GFP correspondiesen al valor en estado estacionario, existe
una correlacién temporal entre ambos valores debido al hecho de que ambos desaparecen a
una misma velocidad. Por el contrario, la concentracion de mRNAs sufre unas variaciones
mucho mas rdpidas. Esta diferencia de “memoria” puede dar lugar a una mayor informacién

mutua entre proteinas, aun cuando el nexo causal sea la produccidn de mRNA.

4.13. Efecto de la velocidad de degradacion en la

informacion mutua

Esta dependencia de la informacién mutua de la vida media de los componentes del circuito
nos plantea una duda. Nuestro sistema experimental se basa en fusiones traduccionales o
transcripcionales a proteinas fluorescentes (GFP, mKate2) con una larguisima vida media, que
puede llegar a los varios dias (Andersen et al., 1998). Es posible que los componentes del
sistema natural no tengan niveles semejantes de estabilidad, lo que podria afectar a la
informacién mutua real entre TetR y su gen regulado tetA. Para analizar esta posibilidad
realizamos simulaciones en las que modificamos sistematicamente la vida media de las
proteinas del sistema. Los resultados (Figura 3-34) indicaron que el maximo de informacién
mutua se consigue con proteinas de larga vida media. Dado que las proteinas fluorescentes
son esencialmente estables, la vida media de los componentes en el sistema natural puede ser
igual o menor que la de nuestras fusiones fluorescentes. Esto hace que la informacién mutua
obtenida experimentalmente deba considerarse el limite superior de I para el sistema

regulador de TetR.

4.14. Lainformacion transmitida por TetR frente a

otros reguladores transcripcionales

Nuestros resultados representan la primera medida efectiva de la informacidon mutua para un
regulador transcripcional procaridtico, por lo que resulta dificil establecer una comparacion
entre la capacidad informativa de TetR frente a otros reguladores transcripcionales similares.
En organismos eucarioticos, los Unicos casos en los que la I ha podido ser medida de manera

cuantitativa se circunscriben al activador transcripcional Hunchback, que regula la génesis del
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eje anteroposterior del embrién de la mosca del vinagre (Dubuis et al., 2013), asi como a los
reguladores humanos ERK y NF-kB (Selimkhanov et al., 2014) y al regulador MS2 de levaduras
(Hansen and O'Shea, 2015). En los casos de ERK, NF-kB y MS2, los resultados obtenidos
indicaron informaciones mutuas cercanas, aunque inferiores a 1 bit (Hansen and O'Shea, 2015;
Selimkhanov et al., 2014), similares a nuestros resultados con TetR. Hunchback, sin embargo,
dio valores de | alrededor de 1,8 bits, indicando que en el caso del eje anteroposterior de la
larva de Drosophila existe cierta capacidad de inferir la concentracién de regulador, lo que los
autores correlacionaron con la necesidad de obtener informacién posicional (Dubuis et al.,

2013).

La similitud en los resultados para TetR, ERK, NF-kB y MS2, factores de transcripcion
implicados en procesos muy diversos y procedentes de organismos radicalmente distintos,

III

sugieren que el modelo del “controlador ruidoso” que hemos discutido para el caso de TetR
podria resultar una forma de control ampliamente extendida entre distintos organismos. A
este respecto hay que apuntar, no obstante, que existe cierta controversia acerca de la
significacién de los valores de I obtenidos para los reguladores eucariéticos, debido al peculiar
modo de actuacion de estos. Mientras que en bacterias regulador transcripcional y operador
comparten un mismo espacio, los organismos eucariotas presentan una sofisticacion adicional.
En estos organismos, el factor transcripcional se encuentra frecuentemente en el citoplasma, y
la unién al inductor produce su translocacion al nucleo. Este proceso de translocacidon hace
qgue los organismos eucariéticos presenten dos tipos de regulacién transcripcional: modulada
por amplitud y modulada por frecuencia. En los reguladores modulados por amplitud, el efecto
del TF es similar al modelo procariotico, siendo la concentracion total de regulador en el
nucleo lo que condiciona la respuesta. En el modelo de regulacion por modulacion de
frecuencia, la célula no responde a la concentracion total de regulador sino a la frecuencia con
la que pulsos de regulador son translocados al nucleo (Cai et al., 2008). Un mismo regulador
puede presentar promotores regulados por amplitud y otros regulados por frecuencia, como
es el caso del factor MS2 en levaduras (Cai et al., 2008; Hansen and O'Shea, 2015), o la
proteina p53 en humanos (Purvis et al., 2012). Esto hace que haya quienes postulen que las
células recaban informacion a partir de la serie temporal, dado que el vector de
concentraciones ofrece mayores niveles de I que los valores en estado estacionario
(Selimkhanov et al., 2014). Frente a esta opinién, Hansen y O’Shea sostienen que el
incremento en informacién mutua es marginal, y que no esta claro que la observacién de un

mayor nivel de informacidn mutua aparente en dos distribuciones cualesquiera signifique
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necesariamente que esas distribuciones sean, precisamente, las empleadas por la célula para

la toma de decisiones (Hansen and O'Shea, 2015).

4.15. Optimizacion de la transmision de informacion

En el fondo de este debate reside la cuestion de si las células optimizan de algin modo sus
circuitos transcripcionales para transmitir el maximo de informacién posible. Bialek y Tkacik,
en sus estudios sobre Hunchback concluyeron que dados los niveles de ruido en el sistema, la
transmision de informacién por Hunchback estaba cercana a su éptimo tedrico (Dubuis et al.,
2013). Sin embargo, es dificil no encontrar cierta circularidad en este argumento, puesto que,
como los propios autores determinaron, el factor fundamental en la capacidad informativa de
Hunchback son las propias fluctuaciones en su concentracion. Por otra parte, nuestros
resultados y simulaciones indican que un nivel menor de cooperatividad podria mejorar la
capacidad informativa de TetR, hecho que los resultados tedricos de Bialek y Tkacik para

canales gaussianos también indicarian (Tkacik et al., 2009).

En el fondo resulta dificil justificar que la evolucion actie optimizando inexorablemente los
niveles informativos. Por un lado, la informacidon no es un parametro fisico sobre el que la
seleccion natural pueda actuar. Por otro lado, dado que las células no pueden discriminar qué
molécula de regulador corresponde a sefial y cual corresponde a ruido (Lestas et al., 2010), un
aumento en la sensibilidad a la sefial implica indefectiblemente un aumento a la sensibilidad al
ruido. Una posibilidad para evitar esta situacién consistiria en la utilizacién de canales de
informacién que operasen con alto nimero de moléculas, de forma que se minimizase el
impacto de las fluctuaciones. Sin embargo, como apuntan Swain y colaboradores (Perkins and
Swain, 2009), la célula debe tomar la decisién correcta en un ambiente fluctuante, frente a
competidores que también toman decisiones y teniendo en cuenta la economia celular.
Funcionar con alto nimero de moléculas implicaria un coste metabdlico que podria superar la
ventaja adaptativa de un sensor libre de fluctuaciones. En esta direccidn, Leibler ha
demostrado que, dependiendo del coste de la decisién y de la frecuencia con la que las células
encuentran la senal, controladores estocdsticos (incluso completamente aleatorios) pueden
proporcionar valores superiores de fitness cuando la sefial es suficientemente infrecuente

(Rivoire and Leibler, 2011).

En el caso particular de TetR, esto podria indicar que la mejor estrategia para la célula en
términos de fitness no corresponde a una optimizacién de la informacién mutua, sino a un
controlador capaz de transmitir fielmente los niveles de antibidtico ante los cuales es mas

efectivo responder que no hacerlo. Para comprobar esta posibilidad, experimentos futuros
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deberan determinar el rango de concentraciones de tetraciclina para los cuales la expresion de
TetA resulta mas deletérea que provechosa, y la correspondencia entre estos niveles y la

capacidad informativa de TetR.
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- Sobre la metodologia para medir la funcidon de transferencia

I. La microscopia de epifluorescencia proporciond la sensibilidad necesaria para la
cuantificacidn de la actividad del promotor pita Y las concentraciones de regulador TetR, que
permitieron la determinacién de su funcién de transferencia. Ademas, esta técnica permitié
obtener las distribuciones poblacionales, necesarias para a) evaluar la dispersidn poblacional y

b) calcular la informacién mutua.

- Sobre la naturaleza de la funcion de transferencia

Il. La funcidn de transferencia para el par TetR/pieta Se caracterizd por una respuesta altamente
sensible a la concentracién de TetR (K de 0,014 veces el rango maximo de induccién) y un alto
grado de no-linealidad (n=4). La dispersidn poblacional en torno a la mediana fue muy alta, por
lo que la funcién de transferencia requirié un segundo estimador que cuantificara el descenso

en la incertidumbre en pteta €n funcidn de la concentracidn de TetR: la informaciéon mutua (7).

- Sobre la informacion mutua

l. La I(TetR; GFP) de 1 bit indicd que el sistema de regulacidn por TetR funciona
esencialmente como un controlador digital ruidoso. Junto a la trayectoria de la funcién de
transferencia, este resultado indica que la célula es capaz de identificar la sefial de TetR, pero

no de cuantificarla.

IV. Tanto la forma de la funcién de transferencia como su informacién mutua asociada son
valores necesarios para caracterizar la respuesta de un promotor a su regulador transcripcional.
Estos parametros deben ser determinados experimentalmente in vivo dado que: a) los valores
de K y n obtenidos in vitro no se corresponden con los valores aparentes in vivo y b) la
informacién mutua observada no corresponde, necesariamente, al dptimo informativo para
unos niveles de ruido dados. Sensibilidad, resistencia al ruido y economia celular son factores

que influyen en la evolucién de la maquinaria celular responsable de la toma de decisiones.
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