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INTRODUCCION

FRAP (Fluorescence Recovery After Photobleaching) es una técnica de
microscopia muy empleada en biologia celular para el estudio de la dinamica de
proteinas. Desde la década de 1970 esta técnica se empleo para el estudio de la
dinamica de proteinas de membrana y la determinacién de sus coeficientes de
difusion. A partir de la década de 1990, cuando fue posible la expresion de
proteinas de fusién a GFP (green fluorescent protein) FRAP cobro nuevo impulso.
En FRAP, las moléculas fluorescentes localizadas en una pequefa region de
interés son irreversiblemente fotoblanqueadas empleando un laser de alta
intensidad. A continuacion la recuperacion de la fluorescencia en la region de
interés como resultado del movimiento de las moléculas fluorescentes hacia la
misma, es medida en el tiempo empleando un microscopio confocal.

La espectroscopia de correlacion de fluorescencia (FCS) es otra técnica que
permite determinar coeficientes de difusion de proteinas fluorescentes y otros
fluoroforos. Para ello empleando un microscopio confocal se miden las
fluctuaciones en la intensidad de fluorescencia dentro de un pequefio volumen de
observacion (~0,2 fL) conteniendo unas pocas moleculas. Luego el analisis de la
correlacion temporal de dichas fluctuaciones permite obtener informacién como el
coeficiente de difusion y la concentracion.

DESARROLLO

Se simularon experimentos de FRAP en proteinas de membrana, asumiendo que
estas realizan un random walk en dos dimensiones sobre una superficie esférica.
La célula fue representada como una esfera de radio igual a 10 ym. Se simulo el
movimiento de 50000 particulas con posiciones iniciales aleatorias sobre la esfera.
Cada una unidad de tiempo, las proteinas dieron un paso de direcciéon y longitud
aleatoria restringido a un circulo. A todas las particulas se les asigno inicialmente
una fluorescencia arbitraria igual a 1. Transcurrido un cierto tiempo To la
fluorescencia de aquellas particulas que se encontraban en la regién de interés
(un circulo de radio 2 um) paso a ser igual a cero. Posteriormente, se registro la
fluorescencia (que es igual al numero de moléculas fluorescentes) en la region de
interés en funcion del tiempo, mientras las proteinas difundian libremente.

Para el estudio de FCS se simulo un random walk en 3 dimensiones con 500
particulas (=10 nM) dentro de una esfera de 10 ym (representando el citosol de



una célula). Se registro el numero de particulas en el volumen focal (considerado
como un esferoide de semieje menor we=0,25 pym y semieje mayor w,=1,25 ym)
en funcion del tiempo. Luego se obtuvo la funciéon de autocorrelacion:

(OF (1)dF (t + 1))
{F}-2

G(t) =

Donde:
oF (t) = F(t) — (F)

y F(¢) es la fluorescencia a tiempo t.

RESULTADOS Y DISCUCION

Mediante la simulacion de FRAP se obtuvieron los resultados esperados para una
proteina que difunde libremente en la membrana plasmatica, observandose una
recuperacion casi total (es inalcanzable una recuperacion del 100% debido a la
perdida de fluorescencia que implica el Photobleaching). En la figura 1 se muestra
como ejemplo una de las curvas obtenidas. En ella se observa como luego del
Photobleaching la fluorescencia se recupera debido al ingreso de proteinas
fluorescentes al area medida.
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Figura 1. Simulacion de FRAP de proteinas de membrana

A continuacién se realizaron nuevas simulaciones de 50000 particulas variando el
tamano del paso dado por las particulas. En las simulaciones, el desplazamiento a



cada tiempo esta dado por un A@=21*P*rand y un AB=1*P*rand siendo P un
numero menor a 1. En la figura 2 se muestran las curvas de fluorescencia
(relativizada a la fluorescencia final) en funcién del tiempo para distintos valores de
P.
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Figura 2. Efecto del tamafio del paso sobre la recuperacion de la fluorescencia.

Tal como se esperaba cuanto mas rapido se mueven las particulas (mayor valor
de P) la recuperacién es mas veloz. Se denomina tiempo de difusién o tiempo
caracteristico (ts) al tiempo en el cual la fluorescencia es la mitad de la
fluorescencia final. Este se relaciona con el coeficiente de difusién por:

’Cd=(1)2/4D

Donde w es el radio de la regidn sobre la cual se hizo el photobleaching. Se
grafico el tiempo caracteristico en funcion de la inversa de P? (figura 3). Se obtuvo

una relacion lineal, lo cual era esperable ya que P es proporcional al tamafo del
paso y el coeficiente de difusion es proporcional al cuadrado del paso.

Mediante la simulacién del movimiento de particulas en 3 dimensiones se
obtuvieron datos de fluorescencia en funcién del tiempo, con los cuales se
construyeron las curvas de G(t) que se muestran en la figura 4. EIl resultado
obtenido es el esperado, observandose como la autocorrelacion (normalizada)
decae con el tiempo hasta llegar a cero. Ademas se comprueba que el tiempo
caracteristico es inversamente proporcional al tamafo del paso (y en ultima
instancia al coeficiente de difusion), ya que t<=we%4D (donde 14 es el tiempo al
cual la correlacion decae a la mitad y wo es el radio en el plano x-y del volumen
focal.
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Figura 3. Relacion entre el tiempo caracteristico y el tamafo del paso.
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Figura 4. Autocorrelacion temporal para distintos coeficientes de difusion obtenida
mediante simulacién de FCS
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