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RESUMEN

El uso del DNA como unidad de construccion de nanomateriales tiene sus inicios en
la década de 1980, cuando Nadrian Seeman propuso aprovechar el conocimiento
que se tenia sobre la organizacion de esta biomolécula para programar la
hibridacién de los nucleétidos, de tal manera que se obtuvieran estructuras con
diversas conformaciones bidimensionales y tridimensionales, que fueran mas alla

de las configuraciones vistas en la naturaleza.

Con base en los fundamentos generados por disefios anteriores, en esta tesis se
lograron obtener nanoestructuras ramificadas empleando dsDNA. La estrategia se
basa en la obtencion de un constructo ramificado formado por la hibridacion de tres
oligonucledtidos de cadena sencilla. A continuacion, se incremento la longitud de
las ramificaciones del constructo mediante la hibridacion de cada una de éstas con
moléculas de dsDNA con tamafios de varios cientos de pares de bases. A su vez,
la formacién de las nanoestructuras se comparé con un segundo método,
previamente reportado, que emplea dsDNA biotinilado, aprovechando la alta

afinidad de este ligando por la estreptavidina.

Es sabido que las nanoestructuras de DNA carecen de rigidez suficiente para
formar nanoestructuras de gran tamanfo, lo cual dificulta la preservacion de una
conformacién especifica. Para sortear este obstaculo, los constructos de acidos
nucleicos fueron recubiertos con tres diferentes proteinas que poseen dominios de
union al DNA, disefiadas y expresadas previamente (Hernandez-Garcia et al., 2012;
2014; 2017). Estas han sido denominadas C4-BK12, Cs4-S10-BX'2 y Cg—BSs°7d, donde
C hace referencia a un bloque de estabilidad coloidal, es decir, que confiere
solubilidad, evitando agregaciones, con una secuencia derivada de la colagena; B
denota el bloque de union formado por lisinas (Ki2) o por la proteina Sso7d; y S
corresponde a un bloque de autoensamblaje.

Se obtuvieron nanoestructuras con un niumero de hasta seis ramificaciones, de
4 longitudes distintas, verificando su ensamblaje a través de una serie de analisis

electroforéticos y mediante estudios de molécula Unica usando microscopia de
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fuerza atdbmica (AFM). Las caracterizaciones mediante AFM demostraron que la
proteina Cs—BSs°7d es la mejor candidata para rigidizar y conservar la arquitectura
ramificada del DNA. Adicionalmente, esta proteina preservo la integridad de las
ramificaciones a temperaturas de 37 °C y 50 °C, y las protegi6é de la degradacién
por DNAsa |, en ambos casos por varias horas.

De esta forma, se logro disefiar una novedosa estrategia para programar el
namero de ramificaciones y las dimensiones de nanoestructuras de DNA, asi como
para estabilizar su arquitectura. Lo anterior abre la puerta a futuras aplicaciones,
como el transporte de moléculas con actividad biolégica, aprovechando la

multivalencia conferida por la organizacion ramificada.



INTRODUCCION

En décadas recientes ha tenido lugar una amplia investigacion enfocada al disefio,
sintesis, caracterizacion, produccion y aplicacion de materiales, estructuras y
sistemas mediante el control del tamafo y la forma a escala hanométrica (entre
1x10°y 1x 107 m), dando lugar al desarrollo de la nanotecnologia (Sharon et al.,
2012). En términos generales, la nanotecnologia incluye muchas estructuras y
técnicas a una escala inferior a los 100 nm en al menos una de sus dimensiones
(Oropesa y Jauregui, 2012). La construccion de estos nuevos materiales se ha
realizado a partir de una gran variedad de compuestos y elementos organicos e
inorganicos, con propiedades metélicas, cristalinas, poliméricas o cerdmicas; y con
aplicaciones en practicamente todos los sectores productivos, como la electronica,

farmacéutica, cosmética y agricultura.

Los nanomateriales son un estado intermedio o de transicion entre las moléculas
y los materiales a microescala. Mientras que un material en el orden micrométrico
aun presenta propiedades similares a las de un sélido volumétrico, en los
nanomateriales, debido a su escala se modifican sus propiedades que, difieren del
mismo material con dimensiones de mayor escala (Gutiérrez-Wing, 2005). Entre
estas variaciones de las propiedades se encuentran cambios en el punto de fusién
o0 en las propiedades Opticas, e incluso incrementos en la conductividad eléctrica,
elasticidad, resistencia y reactividad (Khan et al., 2019). Es por esto que diversos
grupos de investigacién y compariias a nivel internacional se han esforzado por
evaluar una gran variedad de materiales, como las nanoparticulas de hierro, oro y
plata, los nanotubos de carbono, o nanoparticulas poliméricas; con la intencion de
encontrar aplicaciones que superen aquéllas ofrecidas por los materiales

tradicionales.

Entre toda esta gran diversidad de unidades de construccion, también se ha
buscado emplear biomoléculas para disefiar y construir nuevos nanomateriales,
dando lugar a una rama conocida como bionanotecnologia, que se puede definir

como la manipulacién de la materia biolégica a escala hanométrica para construir
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nuevas estructuras y sistemas biomoleculares, mediante la ingenieria de
componentes bioldgicos ya existentes o el disefio de nuevos (Sharon et al., 2012).
De esta manera, se ha evaluado el uso de DNA, proteinas, carbohidratos, lipidos, e
hibridos de éstos, para construir acarreadores, nanotubos, micelas o liposomas
(Becerril y Woolley, 2008; Mashaghi et al., 2013; Preateorius y Dietz, 2017).

El descubrimiento de la funcion que poseen los &cidos nucleicos como almacén
y mensajeros de la informacidbn genética ha propiciado una revolucion
biotecnolégica con un gran impacto en los sectores agropecuario, farmacéutico y
alimentario; sobre todo gracias al desarrollo de las tecnologias del DNA
recombinante. Sin embargo, han surgido grupos de investigacion interesados en el
aprovechamiento de estas biomoléculas para disefiar y construir nuevas estructuras
en escala nanométrica, que ofrezcan ventajas sobre otros nanomateriales

inorganicos o poliméricos.

La construccion de nanoestructuras a partir de DNA fue propuesta por primera
vez en la década de 1980 por Nadrian C. Seeman (Seeman, 1982) tomando en
cuenta que la complementariedad Watson-Crick podria ser aprovechada para
disefiar nuevas estructuras diferentes a las ya vistas en la naturaleza. Actualmente,
se ha logrado obtener una gran variedad de materiales con diversas formas
geométricas de dos y tres dimensiones, que se comportan de manera excepcional
al poseer una alta capacidad de reconocimiento molecular, autoensamblaje y
programabilidad, ademas de requerir procesos de sintesis sencillos (Seeman,
2010). El autoensamblaje, entendido como la organizacion espontanea y reversible
de unidades moleculares en estructuras ordenadas, mediante interacciones no
covalentes, es esencial para la obtencién de estructuras a partir de biomoléculas;
junto con la capacidad de programabilidad, que en el caso de las nanoestructuras
de DNA se refiere a que la secuencia de las bases nitrogenadas ya contiene la
informacion necesaria para dirigir el ensamblaje en una conformacion especifica

(Jones, Seeman y Mirkin, 2015).

Sin embargo, existen limitaciones en las aplicaciones de estos constructos,

debido en gran parte a que el DNA es muy flexible, lo cual dificulta la generacion y

L



preservacion de la morfologia deseada, asi como el alto costo de la sintesis de
varios cientos o hasta miles de pequefios oligonucleétidos. Tomando en cuenta
estos obstaculos, se ha decidido desarrollar un proyecto que tiene como objetivo
disefiar y construir nanoestructuras ramificadas, empleando dsDNA obtenido
mediante una reaccion de PCR, y recubriéndolas con las proteinas denominadas
C4-BK12, C4-S10-BK1?2 y Cg—BSs°7d, |as cuales han sido caracterizadas previamente
(Hernandez-Garcia et al., 2012; Hernandez-Garcia et al., 2014; Hernandez-Garcia
et al., 2017) y han demostrado ser Utiles para la obtencion de Particulas Tipo Virus
(VLPs). Las primeras dos comparten un bloque catiénico (BX?), responsable de la
interaccién con el DNA, y un dominio de estabilidad coloidal (solubilidad). En la
tercera, el dominio de union (BSs°79) es especifico para DNA y es derivado de una
proteina encontrada en la arquea Sulfolobus solfataricus, denominada Sso7d, la
cual tiene una funcion similar al de las histonas en eucariontes, compactando y
estabilizando el DNA en las altas temperaturas en las que se desarrolla este
organismo (75-80 °C) (Agback et al., 1998; Edmondson y Shriver, 2001).

La interaccion de las nanoestructuras con estas proteinas permitird incrementar
la rigidez del DNA y regular su organizacion ramificada, pues se reducira la
flexibilidad de las moléculas y por tanto los entrelazamientos no deseados entre las
cadenas. Incluso, se podria controlar la interaccion con otras moléculas, pues a las
proteinas de disefio se les podrian incorporar otros nanomateriales o bloques
funcionales adicionales (Hernandez-Garcia et al., 2012).

Cabe destacar que la construccion de estructuras ramificadas a partir de DNA
no es una simple curiosidad cientifica. Las estructuras con esta arquitectura poseen
una mayor superficie de contacto que el DNA lineal; pero al mismo tiempo son mas
faciles de construir que otros nanomateriales de DNA con estructuras

tridimensionales, como esferas o cubos.

Previamente se han construido polimeros ramificados con la finalidad de
aprovechar sus propiedades multivalentes. Sin embargo, su obtencion se realiza
mediante sintesis quimica, lo cual limita la longitud de las extensiones a unos

cuantos nandémetros, y ademas propicia la formacion de intermediarios (Aloorkar et
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al.,, 2012; Wu et al., 2015). En este proyecto se demostro la viabilidad del uso de
dsDNA para programar con mayor facilidad el numero de ramificaciones y sus
dimensiones, siguiendo estrategias previamente establecidas en el campo de la
nanotecnologia del DNA. Asimismo, se constaté que el recubrimiento proteico
permite preservar la arquitectura ramificada, y le confiere estabilidad térmica y

enzimatica ante la actividad de DNAsas.

Las ramificaciones podran ser funcionalizadas con moléculas de interés para la
industria farmacéutica, o de imagenologia (Lee y Kim, 2013), o bien, se podria
utilizar estas estructuras como templados en la construccion de circuitos eléctricos

de interés para el sector tecnologico (Dietz, 2015).



l. MARCO TEORICO Y ANTECEDENTES

1.1. Generalidades de la Nanotecnologia

El término “nanotecnologia” fue acufiado en 1974 por Norio Taniguchi, un profesor
de la “Tokyo Science University”; aunque la idea inicial fue introducida por Richard
Feynman en 1959, durante su ponencia titulada “There’s plenty of Room at the

Bottom”.

Al parecer, Taniguchi tomé el prefijo “nano” a partir de una palabra del griego,
que significa “extremadamente pequeno” (Sharon et al., 2012). Un nanémetro (nm)
equivale a 10° m, lo cual quiere decir que un nanémetro es la mil millonésima parte
de un metro. Por lo que, al hablar de alguna particula que tiene dimensiones
nanometricas nos estamos refiriendo a aquélla que no es visible para la vista
humana ni, incluso, empleando microscopios o6pticos. La figura 1.1 permite

dimensionar de mejor manera la escala en que se desarrolla la nanotecnologia.
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Figura 1.1. La nanotecnologia busca disefiar, obtener y encontrar aplicaciones de materiales
y sistemas con dimensiones en escala nanométrica. Esta figura permite comparar las
dimensiones de algunos nanomateriales con moléculas y objetos de distintos tamafios (Imagen
modificada del National Institute of Health, 2010).




Actualmente se entiende a la nanotecnologia como “el disefio, caracterizacion,
produccion y aplicacion de estructuras, dispositivos y sistemas mediante una
manipulacion controlada del tamafio y la forma a escala nanométrica, con la
finalidad de obtener productos con al menos una caracteristica o propiedad
novedosa (Sharon et al., 2012)”. En general, se acepta que la nanotecnologia tiene
una escala que va desde el tamarfio de los atomos, hasta los 100 nm en una, dos o
tres dimensiones, pues es en este rango que las propiedades de los materiales
pueden ser diferentes a aquellos en la “macroescala”. A manera de comparacion,
un enlace carbono-carbono se encuentra en el rango de 0.12 a 0.15 nm, mientras
gue una molécula de DNA de doble cadena posee un didmetro aproximado de 2 nm
(Krebs et al., 2017).

Las nanoparticulas son las unidades de construccion mas bésicas empleadas
en nanotecnologia, pues a partir de éstas se pueden construir nanoestructuras,
nanomateriales y nanosistemas. Tales nanoparticulas pueden ser definidas como
“una particula que posee una o mas dimensiones con una longitud menor o igual a
los 100 nm (Sharon et al., 2012)”. Es asi como a partir de éstas se ha logrado
obtener estructuras como los nanotubos, nanoalambres, nanocristales,
dendrimeros o fullerenos, con una gran diversidad de aplicaciones por descubrir, y
con morfologias y arquitecturas especificas. La figura 1.2 ejemplifica algunos de los

nanomateriales organicos e inorganicos mas explorados.

La morfologia se puede entender como la estructura fisica de un material a nivel
microscopico o submicroscépico (Costa, 2005). Las caracteristicas morfolégicas
son evidentes a diferentes niveles de observacion, desde los pequefios
monocristales, hasta los grandes agregados cristalinos, y es asi que se habla de
nanomateriales con forma de esferas, cilindros, cristales, cubos o estrellas (Costa,
2005). Por su parte la arquitectura se refiere a la manera en que una construccién

esta dispuesta, disefiada, ordenada o construida (Rang et al., 2008).
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Figura 1.2. Distintos nanomateriales organicos e inorganicos (Modificado de Zhou et al., 2017).

Para obtener estos nanomateriales se han desarrollado diferentes metodologias
que pueden ser agrupadas en dos enfoques diferentes. Uno es conocido como
“bottom-up”, y consiste en la construccién de una nanoestructura &tomo por atomo,
molécula por molécula o cluster por cluster, para asi organizarlos de forma
homogénea. El segundo enfoque se conoce como “top-down”, y en éste un material
a “macroescala” es utilizado para generar nanoparticulas de tamafio y forma

deseada, empleando molinos ultrafinos o laseres (Sharon et al., 2012).

1.2. Bionanotecnologia

Es de notar que la gran mayoria de los nanomateriales construidos a la fecha han
sido desarrollados a partir de moléculas inorganicas, polimeros o particulas

metalicas. Sin embargo, también han surgido grupos de investigacion interesados




en aprovechar biomoléculas para el desarrollo nanotecnoldgico, siguiendo el
enfoque de construccion “bottom-up”, a partir de moléculas de carbohidratos,
lipidos, proteinas o acidos nucleicos; todo esto mediante la fusién de dos campos

de investigacion de enfoque interdisciplinario: la Biotecnologia y la Nanotecnologia.

La fusibn de ambas disciplinas suele denominarse de forma indistinta como
bionanotecnologia o nanobiotecnologia; sin embargo, resulta Gtil realizar una
distincidon entre ambos términos. La bionanotecnologia puede ser entendida como
la manipulacién de la materia bioldgica a escala nanométrica para obtener
materiales y dispositivos, es decir, emplear la biotecnologia para mejorar o crear
nuevas nanotecnologias a través del estudio del funcionamiento de sistemas
bioldgicos y la comprensién de las biomoléculas. Algunos ejemplos relevantes son,
la nanotecnologia del DNA y RNA, en los que se emplea el conocimiento referente
a la complementariedad de las bases para disefiar sistemas y estructuras
complejas; el aprovechamiento del autoensamblaje de proteinas, péptidos y lipidos
para obtener micelas, liposomas y otras estructuras tridimensionales; e incluso la
aplicacion del estudio de los polimeros de carbohidratos (Nagamune, 2017). Por
otra parte, el término nanobiotecnologia es mas usado para referirse a la manera
en que la nanotecnologia es usada para crear materiales y dispositivos dirigidos al
estudio de sistemas biologicos, al diagndstico o terapéutica y en los que su unidad
de construccion inicial no es necesariamente una biomolécula. En general, se puede
decir que estos sistemas utilizan a la nanotecnologia para lograr objetivos de las
ciencias biologicas. El ejemplo mas claro lo encontramos en la fabricacién de
materiales hibridos que contienen nanoparticulas metalicas, magnéticas o
poliméricas, puntos cuanticos o fullerenos, y ademas moléculas biolégicas, que son

Gtiles para imagenologia o el diagndstico clinico (Nagamune, 2017).

Se trate de nanobiotecnologia o bionanotecnologia, es ineludible que las
biomoléculas son unidades de construccién indispensables para obtener
nanomateriales funcionales, y si bien, las moléculas biolégicas encontradas en la
naturaleza ya tienen funciones y propiedades especificas, con los recientes avances

en bioingenieria molecular, como la ingenieria genética y la ingenieria de proteinas,




se ha logrado mejorar, integrar y modificar las funciones intrinsecas de las
biomoléculas, para encontrar nuevas aplicaciones y asi emplearlas en la
bioelectronica, en biosensores, biocatalisis, imagenologia molecular, sistemas de
entrega de farmacos, ingenieria de tejidos, y practicamente cualquier area
tecnologica (Nagamune, 2017).

1.3. Generalidades del DNA

Si bien en las Ultimas décadas la biotecnologia ha tenido un auge importante debido
al descubrimiento y la mejora de las técnicas del DNA recombinante, también han
surgido grupos de investigacion interesados en aprovechar esta biomolécula como

una unidad de construccion de nanoestructuras.

El DNA es un polimero de nucleotidos. Cada nucleétido esta constituido por un
glicido con cinco atomos de carbono (la desoxirribosa) unido a una base
nitrogenada, y a un grupo fosfato. Las bases nitrogenadas son clasificadas como
purinas (guanina y adenina) y pirimidinas (citosina y timina), las primeras poseen
una conformacion de un anillo de seis carbonos unido a uno de cinco, mientras que
las segundas estdn organizadas en un anillo de seis carbonos. Las bases
nitrogenadas unen al carbono 1’ de la desoxirribosa mediante un enlace glucosidico

con el N1 de las pirimidinas o el No de las purinas (Krebs et al., 2017).

Una cadena sencilla de DNA (ssDNA) se forma por el enlazamiento del carbono
5 de una desoxirribosa con el carbono 3’ de otra desoxirribosa a través de la
formacion de un enlace fosfodiéster con el grupo fosfato. La uniébn de ambos
elementos da lugar al “esqueleto desoxirribosa-fosfato”, y las bases nitrogenadas
unidas al azlcar sobresalen a partir de éste. Debido a tal acomodo, el nucleétido
terminal en uno de los extremos posee un grupo fosfato libre en 5’, mientras que en

el otro extremo se encuentra un grupo hidroxilo libre en 3’ (Krebs et al., 2017).

La formacion de una molécula de DNA de doble cadena (dsDNA), o doble hélice,

es debida a las interacciones no covalentes que ocurren entre bases nitrogenadas.




Las bases nitrogenadas se ubican al interior de la doble hélice, son planares y se
posicionan perpendicularmente al eje de la hélice (Krebs et al., 2017). La adenina
forma dos puentes de hidrogeno con la timina, mientras que la guanina forma tres
puentes con la citosina, tal complementariedad de las bases es conocida como
apareamiento Watson-Crick (Vologodskii, 2015). Si bien, la formacion de los
puentes de hidrogeno es favorecida por la presencia de los grupos funcionales
adecuados, y organizados en la geometria correcta, el mayor efecto sobre la
estabilidad de la doble hélice es causado por las interacciones -1 que tienen lugar
gracias a que las bases nitrogenadas, con propiedades arométicas, se apilan una
sobre otra (Cooper et al., 2008). Para que una cadena se enlace con la otra es
necesario que éstas se encuentren en direcciones antiparalelas, es decir, si una
cadena se encuentra en direccion 5’ a 3’, la cadena con las bases complementarias
debe irde 3’ a 5’ (Krebs et al., 2017).

Los esqueletos de azUcar-fosfato se encuentran en el exterior de la doble hélice
y poseen una carga negativa presente en los grupos fosfato. Cuando el DNA se
encuentra en una solucion in vitro las cargas se neutralizan debido a la presencia

de varios iones, como Na*y Mg?*.

Las distintas caracterizaciones estructurales de la doble hélice han permitido la
identificacion de diversas conformaciones, siendo la mas comun aquella conocida
como tipo B. En esta conformacion un par de bases nitrogenadas se encuentra
rotado 36° alrededor del eje de la hélice con respecto al siguiente par de bases; por
lo tanto, aproximadamente cada 10 pares de bases tiene lugar una vuelta completa,
con una dimension de 3.4 nm, lo cual implica que la distancia aproximada entre
cada par de bases es de 0.34 nm (dimension estdndar muy empleada en la
caracterizacion de nanoestructuras de DNA). Cabe mencionar que la vuelta en el
DNA-B ocurre en el sentido de las manecillas del reloj, por lo que se dice que la
hélice es dextrégira. Ademas, durante el proceso de ensamblaje de la doble hélice
se tiende a formar un surco menor, con una longitud promedio de 1.2 nm y un surco

mayor de 2.2 nm y se considera que el diametro de la hélice es de 2.0 nm




aproximadamente. (Krebs et al., 2017; Vologodskii, 2015). En la figura 1.3 se

pueden observar las principales caracteristicas del DNA-B.
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Figura 1.3. Estructura del 4cido desoxirribonucleico. a) Cadena de polinucleétidos (Modificado
de Watson et al., 2014). b) Dimensiones de la doble hélice de DNA-B (Modificado de Bellini et al.,
2011).

Las dimensiones anteriormente descritas son aproximaciones del modelo de
Watson-Crick para el DNA-B, y pueden ocurrir variaciones a nivel local o bien
pueden ocurrir transiciones hacia otras conformaciones dependiendo de varios
pardmetros fisicoquimicos; por ejemplo, el DNA-A también posee una doble hélice
dextrégira de menor longitud y con un mayor diametro, pero se manifiesta cuando

la molécula se encuentra deshidratada (Krebs et al., 2017).

La vasta informacion que se posee sobre la estructura y conformacion del DNA
explican la ventaja de usar a esta biomolécula como una unidad de construccién de
materiales a escala nanométrica, pues al conocer su organizacion molécula por
molécula, la sintesis “bottom-up” se puede llevar a cabo de una forma casi ideal.
Ademas, la complementariedad de las bases permite conocer con antelacién la

forma en la que las cadenas de DNA se pueden organizar, es decir, se puede




“programar” la hibridacion de las unidades de construccién con base en la secuencia
de las purinas y pirimidinas. Otra propiedad relevante para la nanotecnologia del
DNA es su capacidad para autoensamblarse. El autoensamblaje es la organizacion
espontanea y reversible de unidades moleculares en estructuras ordenadas
mediante interacciones no covalentes. En el caso del DNA esto ocurre durante la

hibridacion entre dos o0 mas cadenas sencillas.

1.4. Nanotecnologia del DNA

Uno de los principales objetivos de la bionanotecnologia es la construccion de
nanoestructuras programadas con precision, a través de un control del material
biolégico comparable al que ocurre a nivel celular. Entre la gran diversidad de
estrategias “bottom-up”, aquellas que involucran al DNA han demostrado ser muy
efectivas en la obtencion de los nanomateriales, gracias a su alto grado de

reconocimiento molecular y autoensamblaje.

Aunque otras biomoléculas, como las proteinas, han sido usadas para el disefio
y autoensamblaje de estructuras, el proceso es complicado debido a que existe una
gran cantidad de combinaciones entre los 20 aminoacidos, y las interacciones entre
éstas son muy complejas y dificiles de predecir. Por el contrario, la
complementariedad de solo 4 bases nitrogenadas permite simplificar la
programacién de su construccion. Adicionalmente, el empleo de extremos
cohesivos de cadena sencilla permite conectar dobles hélices de manera jerarquica

y organizada (Lourdou y Chandrasekaran, 2018).

El uso del DNA para la construccion de estructuras inicio durante la década de
1980, cuando Nadrian Seeman not0 que la doble hélice de conformacion lineal
podia ser ensamblada de forma multidimensional a través de uniones de DNA
ramificadas. La inspiracion surgié a partir de un fendmeno biolégico que ocurre
durante la recombinacién genética homodloga, conocido como “uniones de Holliday”,

en el que a partir de las dos dobles hélices que poseen la misma secuencia se forma




una estructura ramificada de cuatro cadenas sencillas de DNA que integran
entrelazados helicoidales (Holliday, 1964). Seeman sintetizé secuencias de DNA
especificas que mediante la complementariedad de las bases formaron una unién
con cuatro ramificaciones, la cual a su vez podia ser usada como una unidad de
construccion para unirse con otras estructuras cruciformes mediante extremos
cohesivos ubicados en los extremos, y asi formar redes (Kallenbach y Seeman,

1983), como se observa en la figura 1.4.
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Figura 1.4. Estructuras ramificadas basadas en las uniones de Holliday (Tomado de Seeman
y Sleiman, 2017).

El grupo de investigacion de Seeman también disefié uniones de cuatro y hasta
doce brazos de DNA, para crear arreglos periédicos cuadrados y rectangulares
(Wang y Seeman, 2007), y también estructuras tridimensionales como cubos y
tetraedros (Goodman et al., 2005). Sin embargo, estas estructuras han demostrado
ser demasiado flexibles e inestables como para generar redes a gran escala. Para
proporcionar mayor rigidez a tales conformaciones Seeman y colaboradores
disefiaron el modelo conocido como doble entrecruzamiento (Fu y Seeman, 1993)
gue consiste en dos hélices de DNA vecinas que se enlazan por el intercambio de

una de sus cadenas (Figura 1.5a)

Otra alternativa para rigidizar las construcciones consiste en emplear
nanoparticulas como moldes para la inmovilizacion y orientacion de oligonucleétidos
(Figura 1.5b). En este caso, en lugar de aprovechar el autoensamblaje por
hibridacién, la estructura depende de los enlaces idnicos o metalicos que forman un
enrejado cristalino a partir de un nacleo de material inorganico. Es asi como las

consideraciones estructurales de la doble cadena de DNA dejan de ser importantes,




pues el objetivo final es que el material inorganico sea funcionalizado con una densa
capa de cientos de moléculas de DNA (Jones, Seeman y Mirkin, 2015). Las
primeras nanoestructuras de este tipo fueron desarrolladas empleando
oligonucledtidos con un grupo tiol en el extremo 3’0 57, y adiciondndolos en
soluciones de nanoparticulas de oro coloidales (Jin et al., 2003).

Rigidizacion
b) mediante
nanoparticulas

a) Rigidizacién basada en
entrecruzamientos de DNA

Figura 1.5. Dos estrategias para la rigidizaciéon de nanomateriales de DNA. a) Hibridizacion
(doble entrecruzamiento). b) Funcionalizacién de nanoparticulas inorganicas (Imagen modificada de

Jones, Seeman y Mirkin, 2015).

Por otra parte, en 2006, el surgimiento del origami de DNA revolucioné el
proceso de obtencion de nanomateriales. Desarrollado por Paul Rothemund, el
método emplea pequefios oligonucleétidos de cadena sencilla que dirigen el
plegamiento de una molécula circular de ssDNA de mayor tamafio, conocida como
andamio. Suele usarse el DNA del bacteriéfago M13 como el andamio y una variada
cantidad de oligos de secuencia muy especifica con la capacidad de unirse
selectivamente a regiones distantes del DNA, actuando como “grapas” que crean el
efecto de doblado o plegado (Rothemund, 2006), tal y como se observa en la figura
1.6. El origami de DNA ha resultado muy eficiente para la obtencidén de estructuras
de dos dimensiones, aunque algunos grupos han logrado extender su alcance para
producir estructuras tridimensionales, e incluso dinamicas, que cambian su
conformacién como respuesta a cambios en el medio (Ke et al., 2009; Endo et al.,
2009; Han et al., 2011; Douglas et al., 2012; Seeman y Sleiman, 2017).
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Figura 1.6. DNA Origami. a) Esquema del proceso de plegamiento del DNA de cadena sencilla. b)
Microscopias de algunas nanoestructuras obtenidas mediante esta técnica (Tomado de Seeman y
Sleiman, 2017).

1.5. Moléculas y nanoestructuras ramificadas
1.5.1. Polimeros ramificados

Existen antecedentes en la obtencion de moléculas ramificadas a partir de diversos
materiales. Los “polimeros tipo estrella” poseen conformaciones en las que una
zona central sirve como punto de origen para varias cadenas que divergen en
distintas direcciones, como se observa en la figura 1.7. Si las ramificaciones son
iguales en composicion son denominados homo-estrellas, pero si alguna varia en el
algun elemento, longitud o topologia, entonces se les suele denominar hetero-
estrellas (Aloorkar et al., 2012; Wu et al., 2015).

Su arquitectura molecular esta compuesta por al menos tres ramificaciones, y
han sido estudiadas en quimica supramolecular debido a sus propiedades quimicas,
fisicas y topolégicas. Comparados con sus analogos lineales de mismo peso
molecular, éstos poseen mayor densidad, lo que permite organizar mas moléculas

de interés en un menor volumen (Wu et al., 2015). Ademas, el estudio de su




comportamiento en fluidos, ya sea de interés bioldégico o quimico, se ve facilitado
debido a que en algunos casos pueden ser modelados como esferas, sobre todo si
el numero de ramificaciones es elevado. Sin embargo, uno de los principales retos
en el disefio de este tipo de arquitecturas esta relacionado con la organizacion de
las moléculas, pues ésta podria ser alterada como consecuencia del
entrelazamiento e interacciones no deseadas entre las ramificaciones, debido a la
flexibilidad que poseen, tal y como se representa en la figura 1.7c (Aloorkar et al.,
2012; Haydukivska y Blavatsk, 2017).
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Figura 1.7. Polimeros tipo estrella: a) Modelo de polimeros ramificados (Garcia y Quiroz, 2017).
b) Polimero tipo estrella de PEG y cloruro de trietilamonio (Khanna et al., 2010). c) Modelo de los

loops y entrelazamientos que se generan en las ramificaciones (Haydukivska y Blavatsk, 2017).

El proceso de sintesis de polimeros ramificados requiere de una serie de
reacciones, en la que tienden a formarse intermediarios. Sin embargo, esto no ha
impedido el desarrollo de aplicaciones, sobre todo como sistemas de entrega de
moléculas con actividad biolégica que pueden ser incorporadas en las

ramificaciones (Wu et al., 2015).

Cabe mencionar que los polimeros tipo estrella son clasificados como
estructuras macromoleculares (Wu et al., 2015), debido a que las ramificaciones
poseen longitudes de pocos nanometros, y solo se consideran nanoparticulas
cuando el nucleo es de un tamario tal que las propiedades del material se ven mas

dominadas por éste (Aloorkar et al., 2012).




1.5.2. Nanoestructuras ramificadas de DNA

El presente proyecto de investigacion busca obtener nanoestructuras ramificadas a
partir de DNA. Posteriormente a las innovaciones de Seeman surgio una diversidad
de construcciones de este tipo, y parte de este proyecto se fundamenta en una
estructura sintetizada por Yu He y Chengde Mao (2006). Como se observa en la
figura 1.8, se programé la hibridacion de 3 variantes de ssDNA para formar un
pequefio nudo con ramificaciones. Este trabajo busca ofrecer una innovacion al
obtener fragmentos de dsDNA de tamafio mayor, que mediante extremos cohesivos
sintetizados mediante PCR sean capaces de unirse a los pequeiios brazos del nudo

central, y asi extender sus dimensiones.
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Figura 1.8. Nanoestructura ramificada con pequefias extensiones, construida mediante
hibridacion de ssDNA (He y Mao, 2006).

Adicionalmente se seguira una estrategia previamente desarrollada por Tian et
al. (2006), en la que se obtiene dsDNA biotinilado en el extremo 5’ mediante PCR,
y posteriormente es mezclado con estreptavidina. La estreptavidina es una proteina
tetramérica con un sitio de unién a un ligando por cada subunidad, por lo que en
teoria puede unir hasta 4 moléculas de DNA biotinilado. Resulta importante
mencionar que la interaccién biotina-estreptavidina es altamente especifica y, con
una Kqde 1014 M1 (Campbell, 2012) es una de las mas fuertes de tipo no covalente.

Un esquema general de esta estrategia se observa en la figura 1.9.
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Figura 1.9. Representacién del ensamblaje de nanoestructuras de DNA ramificadas,
empleando biotina y estreptavidina.

Se ha demostrado ya la viabilidad de nanoestructuras ramificadas de DNA para
el transporte de moléculas y el incremento en la respuesta biolégica gracias a la
multivalencia. Jeong et al. (2017) incorporaron mediante hibridacion un siRNA a los
extremos de una unién de Holliday; el siRNA a su vez estaba acompafiado por un
aptamero afin a una glicoproteina transmembranal sobreexpresada en células de
cancer (Mucina-1). Los resultados indicaron un incremento en la endocitosis de
siRNAs asociados a la unioén de Holliday, a comparacion de siRNAs libres (Figura
1.10).
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Figura 1.10. Representacion graficade la eﬁdécitosis de siRNAs hibridados con una unién de
Holliday (Modificado de Jeong et al., 2017).

1.6. Estabilidad de las nanoestructuras de DNA

Las técnicas para disefiar y obtener nanoestructuras de DNA han alcanzado un nivel

considerable de madurez, sin embargo, adn existen retos que enfrentar para lograr

gue estas construcciones tengan aplicaciones viables, sobre todo a nivel bioldgico.




La concentracion de iones divalentes y la presencia de nucleasas son los principales
factores que pueden afectar la integridad de estos materiales, ademas de cambios
de temperatura, de pHy la presencia de otras particulas y moléculas que interactien

con los &cidos nucleicos (Bila et al., 2019).

Las estructuras de DNA usualmente son sintetizadas en una solucion
amortiguadora (tampoén) preparada con Tris, Acetato y EDTA (TAE), o en una
solucion de Tris, Borato y EDTA (TBE), suplementadas con MgCl2 en
concentraciones que van desde 5 hasta 20 mM. Los iones Mg?* neutralizan las
cargas negativas de los fosfatos, especialmente en aquellas zonas con alta
densidad. Sin embargo, las concentraciones fisiologicas distan mucho de estos
valores; en medios de cultivo rondan 0.04-0.8 mM, mientras que en sangre estan
en alrededor de 0.6-1 mM, por lo que las condiciones in vivo son inherentemente
desestabilizantes para las construcciones de acidos nucleicos (Bila et al., 2019;
Jahnen-Dechent y Ketteler, 2012; McKee y Komarova, 2017).

Tanto en el medio extracelular como en el intracelular se ha observado que
distintas endonucleasas y exonucleasas son capaces de dafar la integridad
estructural de las nanoestructuras de DNA. Gerling y colaboradores (2018)
evaluaron un amplio espectro de estas enzimas, encontrando que Exo VIIl y T7
generalmente son inocuas para las construcciones de acidos nucleicos, pero Exo le,
Il y T, ademas de Endo T7 si alteraron su conformacion. De todas las nucleasas
evaluadas, se not6 que la DNAsa | tiene el mayor efecto destructivo.

Cabe mencionar que el efecto de los iones divalentes, las nucleasas y otros
pardmetros fisicoquimicos varia segun la arquitectura de la estructura, por lo que es
dificil extrapolar resultados experimentales y se recomienda evaluar la estabilidad
para cada nuevo disefio (Bila et al., 2019).

Para resolver la problematica de la estabilidad, en afios recientes se han
investigado varias estrategias que abarcan desde modificaciones quimicas en los

acidos nucleicos, recubrimiento de las nanoestructuras con polimeros o




biomoléculas y el encapsulamiento (Bila et al., 2019). La eleccion del método

dependera de la aplicacion.

1.6.1. Rigidizacion y estabilizacion de las nanoestructuras de DNA mediante

recubrimiento proteico

Ademas de las dos estrategias para disminuir la flexibilidad descritas en la seccion
1.4, en afos recientes se han realizado investigaciones enfocadas en el desarrollo
de nanoestructuras de DNA rigidizadas con otras biomoléculas, sobre todo
proteinas. El objetivo general ha sido obtener nanomateriales compuestos de DNA
y proteina, capaces de autoensamblarse, conservando una morfologia definida vy,
sobre todo, funcional. A grandes rasgos, estas construcciones estan disefiadas de
tal forma que la cadena de DNA es recubierta por las proteinas, formando una

especie de “corona” o capa en su superficie.

Los polimeros tipo proteina ofrecen ventajas en comparacion con los polimeros
tradicionales, sobre todo porque pueden producirse mediante tecnologias de ADN
recombinante, de tal forma que la composicibn monomérica puede estar
determinada por el codigo genético. La monodispersidad también es mas facil de
controlar, a diferencia de los procedimientos con sintesis quimica, en los que se
suelen presentar intermediarios. Por otra parte, la produccién en organismos
recombinantes podria implicar una reduccion de costos (Hernandez-Garcia et al.,
2014).

Hernandez-Garcia y colaboradores disefiaron una proteina capaz de recubrir
DNA mediante interacciones electrostaticas, sin preferencia por secuencias
especificas (Hernandez-Garcia et al., 2012), la cual fue denominada Ca4-BX!2, Esta
se encuentra conformada por dos bloques con una funcion especifica: el bloque de
estabilidad coloidal (denominado Ca) fue disefiado a partir de una secuencia
derivada de la colagena, compuesta por 400 aminoacidos (= 36 kDa), sobre todo
por prolinas y aminoacidos hidrofilicos sin carga, y que exhibe una conformaciéon de
una cadena sin estructura secundaria. El segundo bloque permite la interaccion de

la proteina con el DNA, pues esta integrado por 12 aminoacidos cationicos (lisinas,




por lo que fue denominado BX'?); cada lisina interactiia con un grupo fosfato de la
cadena de DNA, por lo que en una doble hélice la proteina deberia ser capaz de
unirse cada 6 pares de pases. Cabe mencionar que el bloque Cs es lo
suficientemente grande para conferir estabilidad coloidal, sin afectar las
interacciones electrostaticas con el DNA ni favorecer la agregacion del mismo. En
cuanto al dominio cationico, éste no fue disefiado con mas aminoacidos con la
intencion de que fuera lo suficientemente corto para evitar interacciones intra e
intermoleculares entre las moléculas de DNA (Hernandez-Garcia et al., 2012). Para
esta proteina se reporté una masa molecular experimental de 38,582 Da.

Mas adelante se desarroll6 una versiéon modificada de la proteina, denominada
C4-S10-BX'?, afiadiendo un tercer bloque (S10) que, al menos en teoria, propiciaria el
autoensamblaje de las proteinas por cooperatividad mediante interacciones
proteina-proteina (Hernandez-Garcia et al., 2014). El bloque Sio tiene una
secuencia similar a la de la seda (GAGAGAGQ) repetida 10 veces, y es capaz de
plegarse en una estructura secundaria de hebras B. Para esta proteina se reporto

una masa molecular experimental de 45,160 Da.

Finalmente, se disefi6 la proteina denominada Cs—BSs°7d, Esta también posee el
bloque derivado de la colagena para conferir estabilidad coloidal (Cs), mientras que
el dominio de union especifico al DNA (Sso7d) esta conformado por una pequefa
proteina de 7 kDa, presente de manera natural en la arquea termofilica Sulfolobus
solfataricus. La topologia de esta proteina esta determinada por dos hojas 8, una
formada por dos hebras B y la otra por tres hebras 3, ademas de una hélice a en el
extremo C-terminal. Esta proteina tiene una funcién similar a la de las histonas de
los eucariontes, compactando y estabilizando el DNA para preservar su integridad
en las altas temperaturas en las que la arquea se desarrolla (75-80 °C) (Agback et
al., 1998).

Para la proteina Cs—BSs°’d previamente se reportdé una masa molecular
experimental de 80,210 Da. Ademas, se demostro su union al DNA, sin preferencia
por una secuencia determinada (Hernandez-Garcia et al., 2017).




Las secuencias de las tres proteinas pueden ser consultadas en el Anexo A, y

en la figura 1.11 se muestra el disefio de las tres proteinas.
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Figura 1.11 Disefio de las proteinas con dominios de unién a acidos nucleicos. a) C4-BX12, b)

C4-S10-BK12y c) Cg-BSso7d, El bloque de estabilidad coloidal esta indicado en color verde, el bloque de
unién al DNA con color rojo y el bloque para autoensamblaje en color rosa. Para la proteina Cg-BSse7d
también se representa la interaccion de Sso7d con el surco menor de la doble hélice de DNA

(Iméagenes modificadas de Hernandez-Garcia et al., 2014 y Hernandez-Garcia et al., 2017).

Con DNA lineal, tanto de cadena sencilla como de doble cadena, C4-BX*? y Cs-
BSso7d tienen un comportamiento similar, formando una corona alrededor del DNA e
incrementando su longitud de persistencia (longitud méaxima antes de presentar un
cambio en el &ngulo con la recta tangente) hasta en 4 veces (Hernandez-Garcia,
2014); sin embargo, con DNA circular, Cs-BX? causa una disrupcién en su
conformacion, organizando la molécula de tal manera que se forme una estructura
lineal (Hernandez-Garcia et al., 2017). Este fendbmeno puede deberse a la
inespecificidad de la interaccién electrostatica con las lisinas, que enlazan varias
moléculas de DNA de manera inter e intramolecular. EIl mismo comportamiento se
observa con Cs4-S10-BX'?, que forma estructuras fibrilares con una longitud de
persistencia aun mayor, debido al bloque de autoensamblaje (Hernandez-Garcia et
al., 2014). También se ha evaluado el efecto de Cs-BK2 y Cg-BSs°7d sobre
nanoestructuras mas complejas obtenidas mediante la técnica de origami (Estrich

et al., 2017). Con Cg-BS5°7d se obtuvieron buenos resultados de recubrimiento,




ademas de una morfologia homogénea y monodispersa, pero las estructuras con
C4-BX'?2 presentaron irregularidades en su forma. En este caso también se ha
propuesto que tal afectacion se debe al efecto de las lisinas. En la figura 1.12 se
resumen estas caracterizaciones. Esta tesis busca aportar nueva informacion

respecto a la interaccion de estas proteinas con estructuras ramificadas.

Figura 1.12. Caracterizacion mediante microscopia de fuerza atémica de la interaccion entre
distintos tipos de DNA y las proteinas con bloques de unién. C4-BX2 con a) dsDNA lineal, b)
pDNA, e) ssDNA circular y d) estructuras de origami. Cs-BSs°7d con e) dsDNA lineal, f) pDNA, g)
ssDNA circular y h) origami. C4S10-B¥12 con dsDNA lineal tras una incubacién de i)10 minutos y j) 24
h. Barra de escala: a-c= 500nm, d= 50 nm, e-g= 500 nm, h=50 nm, i-j=200nm. (Imagenes adaptadas
de Hernandez-Garcia et al., 2014; Hernandez-Garcia et al., 2017 y Estrich et al., 2017).

1.6.2. Otras estrategias para estabilizar nanoestructuras de DNA

Se ha evaluado el uso otras moléculas catibnicas que interactian
electrostaticamente con la carga negativa de los grupos fosfatos del DNA. Estas
moléculas pueden ser dendrimeros, polimeros, azlcares y proteinas. Uno de los
ejemplos mas sencillos es un polimero formado por oligolisina y polietilenglicol
(PEG). La lisina confiere la carga positiva, mientras que el PEG actia como un

armazon alrededor de toda la estructura, otorgando proteccion contra nucleasas y




otros componentes de medios de cultivo hasta por 24 horas (Ponnuswamy et al.,
2017). También se ha reportado el uso de polietilamina y quitosano (polisacéarido
cationico), con los cuales nanoestructuras de origami presentaron estabilidad en
diversos medios de cultivo por un periodo de hasta una semana (Ahmadi et al.,
2018). Comportamientos similares se observaron al recubrir nanoestructuras de
DNA con espermidina (cadena alifatica con 3 grupos amino) (Wang et al., 2018;

Ponnuswamy et al., 2017).

Otra estrategia consiste en generar un enlaces o entrecruzamientos covalentes.
Los primeros reportes utilizaron una ligasa T4 para formar un enlace fosfodiéster
covalente entre el fosfato del extremo 5 y el grupo hidroxilo en 3’ (O’Neill et al.,
2006). Cabe mencionar que los oligos sintetizados por via quimica suelen carecer
del grupo fosfato en 5’, por lo que requieren de esta modificacion adicional. Otra
técnica emplea la molécula 8-metoxipsoraleno como agente intercalante que se
activa al irradiarse con una longitud de onda de 365 nm (Rajendran et al., 2011). Y,
recientemente se buscé aprovechar el efecto mutagénico de la radiaciéon UV,
disefiando estructuras de origami con un alto contenido de timinas para favorecer la
formacién de dimeros de pirimidina (Gerling et al., 2018). Experimentalmente se
trabajo con longitud de onda de 310 nm, y para este método es necesario ajustar el
tiempo de irradiacion para cada disefio, debido a que periodos muy extensos tienen

la capacidad de destruir las construcciones.

También se han desarrollado estrategias para encapsular nanoestructuras de
origami con liposomas. Perrault y Shih (2014) disefiaron un sistema de
encapsulamiento inspirado en membranas lipidicas de capsides virales. De esta
manera, utilizando colesterol, ademas de polietilenglicol, lograron encapsular hasta
un 68 % de las estructuras. Con este disefio se logré una resistencia significativa
ante la actividad de DNAsa |, hasta por 24 h, y una vida media in vivo de 6 horas,
en comparacion con los 20 minutos identificados en las nanoestructuras sin

encapsular.

Una solucion diferente se basa en modificaciones quimicas en el esqueleto de

los acidos nucleicos o en el uso de bases no canonicas. Desde décadas pasadas




se sabe que la degradacion enzimatica de oligonucleétidos puede ser limitada
modificando las moléculas que forman los enlaces entre nucleoétidos, reemplazando,
por ejemplo, el enlace fosfodiéster con fosforotioato, o bien, sustituyendo en la
posicion 2’ de la ribosa con 2’-OMe (Fisher et al., 1993). Por otra parte, una timidina
(dT) invertida puede ser incorporada en el extremo 3’ (Ortigdo et al., 1992), o en el
extremo 5 (Shaw et al., 1991), en ambos casos reduciendo la degradacion por
exonucleasas. La fosforilacién del extremo 3’ o la incorporacién de un espaciador
C3 también inhiben la degradacion enzimética (Eder et al., 1991). Sin embargo, se
ha observado que estas modificaciones pueden tener efectos inesperados en las
nanoestructuras de DNA, como agregacion, toxicidad, cambios en la estabilidad
térmica, o efectos biolégicos dependientes de la secuencia, como la activacion de
la respuesta inmune innata (Bila et al., 2019). Por lo anterior, es recomendable que
se realice una evaluacion exhaustiva para encontrar la modificacion mas
conveniente para cada tipo de construccion. En el caso de bases no canoénicas,
recientemente se demostré que un apareamiento entre 5-Me-isoC/isoG y A/2-tioT
duplico el tiempo de resistencia ante la exonucleasa T7 de nanoestructuras con 6
ramificaciones de DNA (Liu et al., 2017).

Otra modificacién que ha resultado promisoria consiste en la incorporacion de
hexaetilenglicol en ambos extremos de los oligonucleétidos. Se ha demostrado que
con esta adicion se incrementd la estabilidad de estructuras bidimensionales y
tridimensionales en medios bioldgicos, sin afectar la funcion para la que fueron
disefiadas (Conway et al., 2013; Bujold et al., 2014).

Las figuras 1.13 y 1.14 muestran representaciones graficas de los
procedimientos anteriormente descritos. Todas estas estrategias amplian el abanico
de opciones para lograr nuevas aplicaciones para la nanotecnologia del DNA, y la
seleccién de alguna de éstas debera ser realizada cuidadosamente atendiendo a

factores funcionales y estructurales.




Recubrimiento

a) ﬁ con Ki-PEG
S\° DNA origamiw g DNA ofaami
~ recubierto

PR sin recubrir o
o '3 N, 0
« FBS 10% CIOICIOEL
24 h NAAY
Degradacion Sin ..
degradacion
o
H H Nanoestructura Nanoestructura
K1-PEG = N\/Uﬂ. N SN
0 Wl To” \/[\0/\]_\30/ CHy de DNA recubierta con
NN quitosano

o
~

SSS--C

. . ::' & £ G T
Autoensamblaje = S 3 a

+ — @é 2 & ;
X

o
c 2 , ‘

¥< S E 25°C ——3 70°C
<€ < W ‘{ ' . 4 .
& @  Espermidina o :

" "—6.8 nm"'
9 i

Bicapa lipidica

e)

- )
““Dmn 127
Vot oy

OO0

Nanoestructura 365 nm
de DNA

Figura 1.13. Diversas estrategias propician un incremento en la estabilidad de
nanoestructuras de DNA. a) El recubrimiento de nanoestructuras con un polimero formado por
oligolisina (K10) y PEG evita su degradacion en suero fetal bovino (FBS) (Ponnuswamy et al., 2017).
b) Representacion del recubrimiento de una estructura de origami de DNA con quitosano (Ahmadi et
al., 2018). c) Nanoestructura recubierta con espermidina (Wang et al., 2018). d) Ligacion enzimatica
de nanotubos de carbono para conferirles estabilidad térmica (O’Neill et al., 2006). e€)
Encapsulamiento de una nanoestructura de DNA en una membrana lipidica (Perrault y Shih, 2014).
f) Entrecruzamiento covalente en origami de DNA utilizando 8-metoxipsoraleno como agente
intercalante (Rajendran et al., 2011).
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Figura 1.14. Modificaciones quimicas en el esqueleto de los acidos nucleicos permiten

conferir mayor estabilidad a las nanoestructuras de DNA. a) Dimeros de timidina (Gerling et al.,

2018). b) Enlace fosforotioato remplazando al tipico enlace fosfodiéster (Sigma-Aldrich, s.f.) c)

Esquema general de la incorporacion de nucledsidos invertidos en 3’y 5, indicando en rojo la region

donde suele colocarse una timina (Youtsey, 2015). d) Fosforilacidn en el extremo 3’ (Biomers, 2019).

e) Metilacién de la ribosa en 2’ (Dimitrova et al., 2019). f) Apareamiento entre pares de bases no

canonicas 5-Me-isoC/isoG y A/2-tioT (Liu et al., 2017). g) Incorporacién de un espaciador C3 en &’

(Integrated DNA Technologies, s.f.). h) Incorporacion de hexaetilenglicol en ambos extremos de los

acidos nucleicos (Conway et al., 2013).




. JUSTIFICACION

Diversas moléculas y nanoestructuras ramificadas han sido construidas para
organizar moléculas y dotarlas de multivalencia, o bien para evaluar su utilidad en
areas como la litografia o la nanotecnologia estructural (Rudiuk et al., 2013; Wu et
al., 2015).

Los polimeros tipo estrella han sido las primeras macromoléculas desarrolladas
con una morfologia ramificada; sin embargo, su proceso de sintesis es complicado
e involucra la formacion de varios intermediarios. Por otra parte, la mayoria han sido
construidos a partir de moléculas organicas e inorganicas cuya biocompatibilidad no
ha sido evaluada detalladamente, ademas, inherentemente a sus métodos de
sintesis, la longitud de sus ramificaciones tiende a ser de pocos nanémetros. Estas
desventajas pueden ser sorteadas al construir nanoestructuras empleando DNA
como unidad de construccion, pues su formacién es mas simple como consecuencia
del autoensamblaje que rige la hibridacién de las bases nitrogenadas, ademas de
ser biocompatibles. He y Mao (2006) construyeron una estructura empleando tres
moléculas de ssDNA. Sin embargo, el tamafio de cada ramificacion resulté en solo
22 pb (7.5 nm). Extender sus longitudes siguiendo la misma estrategia requeriria de
la hibridacion de cientos de moléculas pequefias de ssDNA o bien de moléculas de
cadena sencilla mas grandes que requieren de procesos de produccibn menos
sencillos que su contraparte de doble cadena. El presente proyecto pretende
incrementar el tamafo de las ramificaciones empleando dsDNA con extremos
cohesivos. El dsDNA al ser mas estable facilita el incremento en las longitudes,
ademas de ser de rapida producciéon mediante PCR. Las nanoestructuras de mayor

tamafo pueden ser funcionalizadas con un amplio espectro de moléculas.

Una desventaja compartida por todas las nanoestructuras con esta morfologia
es la falta de rigidez para cada una de las extensiones, por lo que tienden a formar
asas y entrelazamientos, lo cual impide una arquitectura organizada e incluso podria

favorecer interacciones no deseadas. Es por esto que este proyecto busca rigidizar




las ramificaciones recubriéndolas con proteinas que poseen dominios de union al
DNA.

La busqueda de aplicaciones de las nanoestructuras de DNA también se ha
visto obstaculizada por la existencia de ciertos factores que afectan su estabilidad.
Al evaluar su comportamiento en sistemas in vivo, se ha visto que son facilmente
degradadas por nucleasas y no logran conservar su integridad por largos periodos
de tiempo a 37 °C. Este proyecto también busca demostrar que el recubrimiento

proteico ofrece una solucion a esta problematica.

Las nanoestructuras obtenidas podran ser empleadas en el futuro para
transportar farmacos capaces de intercalarse en el dsDNA, o alguna molécula con
actividad biolégica que se pueda incorporar en los extremos para propiciar
multivalencia. También podrian ser recubiertas con nanoparticulas metélicas, o se
podran usar como unidades de construccion para nanoestructuras mas complejas.
Ademas, podria evaluarse si una mejor organizacion espacial, en la que se reduce
el entrelazamiento de las cadenas, incrementa o regulariza la actividad multivalente,

en comparacion con estructuras no rigidizadas.




Il HIPOTESIS

La interaccion de proteinas de disefio con moléculas de dsDNA permitira obtener
nanoestructuras ramificadas, capaces de autoensamblarse con una morfologia y
tamafio controlados, ademas de incrementar su termoestabilidad y resistencia a la

actividad de nucleasas.

V. OBJETIVO GENERAL

Obtener nanoestructuras ramificadas de DNA recubiertas con proteina, con
morfologia definida y capacidad para el autoensamblaje.

V. OBJETIVOS PARTICULARES

e Disefiar y obtener nanoestructuras ramificadas mediante hibridaciéon
de DNA.

e Diseflar y obtener nanoestructuras ramificadas empleando
estreptavidina y dsDNA biotinilado.

e Investigar la interaccion entre las estructuras de DNA y las proteinas
C4-BK12, C4-S10-BX12 y Cg-BS°7d mediante ensayos de cambio en la movilidad
electroforética.

e Verificar la arquitectura y morfologia ramificada de las nanoestructuras
mediante microscopia de fuerza atomica.

e Evaluar el efecto del recubrimiento proteico sobre la estabilidad

térmica y ante la actividad de nucleasas.




VI. MATERIALES Y METODOS

6.1. Materiales y reactivos

El disefio de las secuencias para la obtencion de las nanoestructuras se realizd con
ayuda de la herramienta en linea Oligo Analyzer 3.1, de Integrated DNA
Technologies™. Los oligos ssDNA y cebadores para la construccion de las
nanoestructuras ramificadas fueron adquiridos con Integrated DNA Technologies™,
y la estreptavidina de Streptomyces avidinii con Sigma—Aldrich® (CAT #S4762),
mientras que el plasmido REDOX_switch_pMK-T, el tampdn Tris-Acetato- EDTA
(CAT #B49), la Master Mix Phire Green para la polimerasa Hot Start || (CAT #F126S)
y el kit para extraccion de DNA GeneJET (CAT #K0691) fueron adquiridos con
Thermo Fisher Scientific™. Se obtuvo agua Milli-Q® a partir de un equipo Milli-Q®
Direct marca Merck, propiedad del Instituto de Quimica, y se empleé un
termociclador T-100 de Bio-Rad®. Para las evaluaciones mediante electroforesis se
empled agarosa Top Vision (CAT # R0491), soluciones de amortiguador TAE 50x
(CAT #B49) y TBE 10x (CAT #B52), DNA Gel Loading Dye 6x (CAT #R0611),
solucién 10,000x Sybr Safe Gel Stain® (CAT # S33102) y marcadores moleculares
de 100 bp (CAT # 15628050) y 1 kb (CAT #SMO0311), los cuales fueron adquiridos
con Thermo Scientific™, mientras que el persulfato de sodio (Na2S20s — CAS 7775-
27-1), cloruro de magnesio (MgClz — CAS 7786-30-3), acetato de magnesio
(Mg(CHsCOOQO)2— CAS 16674-78.5) y DTT se compraron con Sigma-Aldrich®. La
tetrametiletilendiamina (CAT #1610801), acrilamida (CAT # 1610100) y bis-
acrilamida fueron adquiridos con Bio-Rad. Ademas, se emplearon los sistemas
Owl™ EasyCast™ B1y B2 de Thermo Fisher Scientific; y Mini-PROTEAN Tetra Cell
System de Bio-Rad. La documentacion de los geles se realiz6 con ayuda del equipo
c300 de Azure Biosystems. Las proteinas empleadas fueron obtenidas previamente
mediante expresibn en organismos recombinantes vy liofilizadas. Para la
caracterizacion mediante microscopia se emple6 un microscopio de fuerza atomica
MultiMode 8-HR ScanAsyst, marca Bruker. Se adquirieron puntas de silicona y
nitruro para modo ScanAsyst Air con una constante elastica de 0.32 Nm, marca

Bruker y discos de mica de moscovita PELCO® de Ted Pella, Inc. La incubacion de




las muestras a determinadas temperaturas requirié6 de un termobloque Benchmark
Scientific Inc. Modelo H5000-HC. Para las pruebas de resistencia a nucleasas se
adquiri6 DNAsa | de Streptomyces avidinii con Sigma-Aldrich (CAT AMPD1-1KT).
Para evaluar la purificacion de las nanoestructuras se usé una membrana de
celulosa para dialisis (CAT #D9777) de Sigma Aldrich, con un corte de 14 kDa. El
equipo para concentraciéon al vacio “SpeedVac” se adquirié con Thermo Scientific,
mientras que un kit Freeze n” Squeeze se adquiri0 de Bio-Rad®. El ssDNA
M13mp18 empleado para el disefio de nanoestructuras mas complejas se adquirid
con Guild Biosciences (CAT # D441).

6.2. Disefio de nanoestructuras ramificadas

Para construir nanoestructuras ramificadas se diseiflaron dos estrategias; una
basada en la hibridaciéon de oligonucleétidos de cadena sencilla con moléculas de
dsDNA que poseen extremos cohesivos de 10, 15y 20 nucleétidos (nt). La segunda
estrategia hace uso de DNA biotinilado, aprovechando la afinidad de este ligando

con la molécula de estreptavidina.

En la primera estrategia, inicialmente se disefiaron tres secuencias de DNA de
cadena sencilla (ssDNA) con tamafios de 78 nt, 48 nty 27 nt, basadas en aquellas
reportadas por He y Mao (2006). Las secuencias se pueden observar en la tabla
6.1. El ssDNA mas largo, denominado oligo C, con un tamafio de 78 nt contiene
secuencias complementarias con el fragmento de 48 nt (oligo L), en tres
repeticiones separadas por espaciadores de 5 timinas. A su vez, el fragmento L
posee secuencias complementarias con el oligo S, y al ocurrir la hibridacion entre
estos ultimos, se forman 6 extremos cohesivos de 10, 15 o 20 nt, en las orillas de
las ramificaciones, que seran complementarios con DNA de doble cadena (dsDNA).
En general, la interaccion de estas moléculas de ssDNA da lugar a la formacion de
una estructura formada por 1 oligo C, 3 oligos L y 3 oligos S, y es de notar que,
podrian unirse hasta con un maximo de 6 moléculas de dsDNA. En el presente
escrito se ha determinado nombrar a la formacién integrada por estos 3

oligonucledtidos como “estructura central CLS” o “nucleo CLS”. Un esquema




general de los ensamblados de DNA se observa en la figura 6.1, mientras que en la

figura 6.2 se presenta la hibridacion de los oligonucleétidos.

Figura 6.1. Estructura general de los ensamblados de DNA: a) Estructura central constituido por
un fragmento C (morado), 3 fragmentos L (verde) y 3 fragmentos S (rosa). b) Nanoestructura
ramificada de DNA integrada por la estructura central y los fragmentos de dsDNA (en color azul) con

extremos cohesivos complementarios a los fragmentos L y S.

Tabla 6.1. Secuencias de los oligos del nucleo central (5’->3’).

Oligo C (Central)

CCATCGTAGGTTTTTCTTGCCAGGCA

CCATCGTAGGTTTTTCTTGCCAGGCACCATCGTAGGTTTTTCTTGCCAGGCA

Oligo L (Large) — extremo cohesivo de 10 nt

CGCGCTCGGCTAGCAACCTGCCTGGCAAGCCTACGATGGACACGGTAA

Oligo S (Short) — extremo cohesivo de 10 nt

CGCGCTCGGC

Oligo L (Large) — extremo cohesivo de 15 nt

TCCCACGCGCTCGGCTAGCAACCTGCCTGGCAAGCCTACGATGG
ACACGGTAA

Oligo S (Short) — extremo cohesivo de 15 nt

TCCCACGCGCTCGGC

Oligo L (Large) — extremo cohesivo de 20 nt

GCTGCTCCCACGCGCTCGGCTAGCAACCTGCCTGGCAAGCCTACGATGG
ACACGGTAA

Oligo S (Short) — extremo cohesivo de 20 nt

GCTGCTCCCACGCGCTCGGC
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Figura 6.2. Esquema de la hibridacién de las tres moléculas de ssDNA.

Para la construccion de las ramificaciones de dsDNA se disefiaron cebadores,
constituidos por secuencias complementarias a dos regiones del plasmido
REDOX_switch_pMK-T (Anexo B). Ademas, en el extremo 5’ del cebador directo se
afiadio la secuencia de 10, 15 o 20 nt, complementaria a los fragmentos Ly S, y un
espaciador de trietilenglicol que favoreceria la formacion de extremos cohesivos
mediante PCR. Las secuencias de estos cebadores se presentan en la tabla 6.2.
Adicionalmente se ordenaron cebadores sin el espaciador de trietilenglicol,
esperando que originaran fragmentos sin los extremos cohesivos, y, por tanto, sin
la capacidad para autoensamblarse. En la figura 6.3 se observa un esquema
general que permite comprender la funcién de la molécula espaciadora en la PCR.
Se disefaron 5 distintos cebadores inversos, para obtener moléculas de 211, 367,
539 y 722 pb, ademas de uno mas con 10 nt adicionales, acompafados del
espaciador de trietilenglicol en 57, con la finalidad de que el fragmento de dsDNA

tuviera un segundo extremo cohesivo cuya complementariedad pudiera ser

empleada para el disefio de futuras construcciones.




Tabla 6.2. Secuencias de los cebadores utilizados para la obtencién de las
moléculas de dsDNA con extremos complementarios al nucleo CLS.

Clave* Secuencia 5’ -> 3’
Fw_722 CGCAACTGTTGGGAAGGGCG
Fw_Ohig GCCGAGCGCGCGCAACTGTTGGGAAGGGCG

Fw_Ohio _Sp | GCCGAGCGCG/iSp9/CGCAACTGTTGGGAAGGGCG

Fw_ Ohis_Sp | GCCGAGCGCGTGGGA/ISp9/CGCAACTGTTGGGAAGGGCG

Fw_Ohz_Sp | GCCGAGCGCGTGGGAGCAGCI/iISp9/CGCAACTGTTGGGAAGGGCG

Rv_211 TCTGGACAAGACACGTGGCC

Rv 367 CACCACCACAACCACCACCG
Rv_539 GCAACACGTTTTGCAACCTGTTTG
Rv_722 TCAGTGAGCGAGGAAGCGGA

Rv_Ohio_Sp | AAAGGCCCCCI/iSp9/ITCAGTGAGCGAGGAAGCGGA

*Fw: Forward; Rv: Forward; Ohx: Secuencia complementaria (overhang) de 10, 15 o 20 nt; Sp:
Espaciador de trietilenglicol.
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Figura 6.3. Obtencién de moléculas de dsDNA con extremos cohesivos mediante PCR. a)
Representacion de los cebadores con el espaciador de trietilenglicol (amarillo) y la secuencia
complementaria a la estructura central CLS (rojo). b) Esquema general del bloqueo de la actividad

de la polimerasa por el espaciador de trietilenglicol.




En lo concerniente a la segunda estrategia, para la construccion de dsDNA con
un extremo biotinilado se disefiaron cebadores para obtener moléculas de 201, 368,
555y 732 pb, y afiadiendo una molécula de biotina en el extremo 5" del cebador

inverso. Las secuencias se presentan en la Tabla 6.3.

Todos los oligonucleotidos fueron resuspendidos en agua Milli-Q (esterilizada y

filtrada con membranas de 0.45 um) inmediatamente después de su recepcion.

Tabla 6.3. Secuencias de los cebadores utilizados para la obtencion de
moléculas de dsDNA biotiniladas.

Clave Secuencia 5 -> 3’
Fw_201 GGTTGCAAAACGTGTTGCAGCA
Fw_368 GGTTGTGGTGGTGAAATTCGTGC
Fw_555 GGCGAATTGAAGGAAGGCCG
Fw_ 732 GCCGAGCGCGCGCAACTGTTGGGAAGGGCG
Rv_Bt /5Biosg/TCAGTGAGCGAGGAAGCGGA

6.3. Preparacion de las nanoestructuras ramificadas de DNA

Para la obtencion de las moléculas de dsDNA, en todos los casos se realizé una
amplificacion por PCR en un volumen de 50 pL, empleando al plasmido
REDOX_switch_pMK-T (30 ng), el cebador directo (1 mM), cebador inverso (1 mM)
y la Phire Green Hot Start Il PCR Master Mix (1x), siguiendo el programa de
temperaturas indicado en la tabla 6.4. Los amplicones obtenidos fueron evaluados
mediante electroforesis en agarosa al 1 %, corriendo en amortiguador TAE 1x a 100
V, durante 70 minutos, y tifiendo con Sybr Safe (de manera posterior a la corrida
electroforética). El fragmento de interés fue purificado por corte de banda
empleando el kit GeneJET de Thermo Fisher Scientific.

Tabla 6.4. Programacién del ciclo de PCR para la amplificacion de dsDNA.

Etapa Temperatura Tiempo Repeticion
Desnaturalizacion 98 °C 30s 1x
inicial
Desnaturalizacion 98 °C 5s 30 x
Extension 72 °C 10s
Extension final 72 °C 1 min 1x
En espera 4°C o0 o0




La estandarizacion del proceso de autoensamblaje por hibridacion de las
nanoestructuras requiere de una serie de pruebas experimentales que permitan
verificar la interaccion entre los fragmentos a distintas proporciones molares. Para
esto se realizaron experimentos con distintas proporciones de los oligonucleétidos
C, Ly S, en amortiguador TAE 1x con MgClz2 (12.5 mM), y empleando las cinco
distintas rampas de enfriamiento que se muestran en la tabla 6.5. En todos los casos

se mantuvo una concentracion constante del oligo C de 200 nM.

Tabla 6.5. Diferentes rampas de enfriamiento empleadas para la sintesis

del ntcleo central CLS.

Rampa de Rampa de Rampa de Rampa de Rampa de
Enfriamiento | enfriamiento | enfriamiento | enfriamiento | enfriamiento
1 2 3 4 5
(tiempo total: | A5°C/5min | A5 °C/10min A1°C/30 A1°C/1h

21 min) (tiempo total: | (tiempo total: min (tiempo total:
76 min) 150 min) (tiempo total: 48 h)
24 h)
95°C/1min [95°C/1min |[95°C/1min [95°C/1min |95°C/1min
65 °C /5 min 90°C/5min |90°C/5min
50 °C /5 min | Disminucién Disminucioén 85°C/5min |85°C/5min
37°C/5min |de5°Ccada |de5°Ccada [80°C/5min |80°C/5min
22 °C /5 min |5 min, hasta 10 min, hasta | 75°C /10 min | 75 °C /10 min
alcanzar una | alcanzar una
temperatura temperatura Disminucion Disminucion
de 20 °C de 20 °C de 1°Ccada |del°C cada
30 minutos, hora, hasta
hasta los 4 °C | los 4 °C

Posteriormente, se evalué la capacidad que poseian las moléculas de dsDNA
de 722 pb para ensamblarse a la estructura central, afadiendo distintas
proporciones molares de los fragmentos a los nucleos CLS previamente construidos
con la rampa de enfriamiento 3 (A 5 °C /10min), y dejando reposar por 1 hora a

temperatura ambiente.

Una vez que las proporciones estequiométricas fueron determinadas se
establecio la siguiente estrategia de formacién: se preparé una mezcla de oligos C
(200 nM), L (600 nM) y S (600 nM) en amortiguador TAE-Mg 1x, en un volumen de




50 pL calentando a 95 °C y enfriando con la rampa 3. A continuacion se realizé una
preparacion con 250 ng de dsDNA de 211, 367, 539 o0 722 pb, a la que se afadio la
preparacion CLS, ajustando para una proporcidon molar final de 1:3:3:6 para
C:L:S:dsDNA, también con tampdén TAE-Mg 1x. Las muestras se reposaron durante
1 hora a temperatura ambiente.

Con esta misma estrategia también se evalud la interaccion entre el nacleo de
CLS y dsDNA de 722 pb con los extremos cohesivos de 10, 15y 20 nt.

Para fines practicos, en esta tesis a las nanoestructuras obtenidas mediante
esta estrategia se las denomina como “nanoestructuras obtenidas mediante la

hibridacion del nucleo CLS con dsDNA” o simplemente “nanoestructuras CLS”.

En el caso de las nanoestructuras a partir de DNA biotinilado, se prepararon
soluciones con estreptavidina (14 nM) y DNA biotinilado de 732 pb (a diferentes
concentraciones molares) en amortiguador TBE 0.25%, con acetato de magnesio
2 mM, dejando reposar por 16 h a temperatura ambiente. En este caso se cambi6
el amortiguador, en comparacién con el empleado en las nhanoestructuras CLS, para
coincidir con la estrategia previamente reportada por Tian et al. (2006). La estrategia
final de formacion quedo de la siguiente manera: una alicuota de estreptavidina 500
nM (en agua ultrapura Milli-Q) fue mezclada con 250 ng de dsDNA de 201, 368, 555
0 732 pb, ajustando a una proporcion molar final de 1:4 para estreptavidina:dsDNA

y reposando a temperatura ambiente por 16 horas.

6.4. Evaluacién del ensamblaje de las nanoestructuras de DNA

Para evaluar el autoensamblaje del nucleo central formado por los oligos C, Ly S,
se realizaron electroforesis bajo condiciones nativas en poliacrilamida al 6 % (19:1
acrilamida:bis-acrilamida), a 80 V, y en amortiguador de corrida TAE 1x, durante 60

minutos y a 4 °C.

Para analizar el autoensamblaje del ndcleo central con los fragmentos de

dsDNA, se realizaron electroforesis en agarosa al 1 %, con amortiguador TAE 1x, a




80 V, durante 85 minutos, a 4 °C. Para estudiar la formacion de estructuras con DNA
biotinilado se realizaron electroforesis en agarosa al 1 %, en tampon TBE 0.25x y

las mismas condiciones.

Se realizaron electroforesis por triplicado para posteriormente llevar acabo los

andlisis densitométricos de las bandas con el software ImageJ.

6.5. Purificacién de las nanoestructuras ramificadas

La purificacion se realizd6 con un procedimiento de electroelucion, colocando los
fragmentos de agarosa dentro de una membrana de celulosa y afiadiendo 300 pL
de amortiguador TAE-Mg 1x. La membrana fue colocada dentro de una cdmara de
electroforesis, con amortiguador TAE-Mg 1x, y sometida a un voltaje de 75 V,
durante 20 minutos. Finalmente se recuper6é el tampon TAE y el DNA fue

concentrado empleando un concentrador al vacio.

Una segunda estrategia consistio en un procedimiento de electroelucion
disefiado por Bellot et al. (2011), en el que un gel de agarosa al 1 % es preparado
sobre una capa de agarosa al 4 %. La camara es llenada con tampén de corrida, de
tal manera que éste solo entre en contacto con la agarosa al 4 %. Las muestras se
corren de forma habitual en el gel superior y una vez que se identifica la banda de
interés, se corta un pocillo frente a ésta, para ser llenado con solucién de sacarosa
al 30 % en tampo6n TAE-Mg o TBE-Mg. EI DNA de interés ingresa a dicha solucién
al migrar por efecto del campo eléctrico (Figura 6.4). Los creadores de esta
estrategia argumentan que el gel al 4 % protege a las nanoestructuras de la fuerza
ejercida por el campo eléctrico, y que la sacarosa otorga la densidad necesaria para

recuperar el DNA, sin necesidad de ser concentrado posteriormente.
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Figura 6.4. Estrategia de purificacion empleando sacarosa al 30 % (Figura adaptada de Bellot et
al., 2011).

Adicionalmente se purificaron estructuras empleando el Kit “Freeze N Squeeze”
de Bio-Rad, siguiendo el protocolo indicado por el proveedor, que basicamente
consiste en recuperar el DNA directamente del fragmento de agarosa, sometiéndolo

a una centrifugacion a través de un filtro de 0.45 um, hecho con acetato de celulosa.

6.6. Evaluacion de la interaccion de las proteinas Cs-BX12, C4-S10-BK'? y Cs-

BSso7d con las nanoestructuras de DNA

Para los ensayos se trabajé con nanoestructuras a una concentracion final de
21 nM previamente preparadas en tampon TAE 1x con MgClz 12.5 mM, en el caso
de las obtenidas por hibridaciéon; y con tampon TBE 0.25x - Mg(CH3COO)2 2 mM
para las de biotina-estreptavidina. A estas preparaciones se les agregaron las
proteinas previamente resuspendidas en agua ultra pura (Milli-Q®) en distintos
volumenes para ajustar diferentes proporciones, y tampén Tris a una concentracion
final de 1 mM. Ademas, la proteina Cs-S10-BK'? se encontraba previamente
suplementada con DTT 1 mM. Finalmente, se les dej6 reposar por una hora a
temperatura ambiente. Los ensayos de movilidad electroforética fueron realizados
en agarosa al 1 %, con tampon TAE 1x o TBE 0.25 X, a 80 V, durante 90 minutos y
a4 °C.




En el caso del dibloque C4-BX1?y el tribloque Cs-S10-BX*? se evaluaron distintas
relaciones N/P, donde N es el numero de grupos amino de las lisinas del bloque de
unién al DNA y P el nimero de grupos fosfato presentes en dsDNA. Esto debido a
que en teoria se sabe que una proteina Cs-BX'2 se une al DNA cada 6 pares de
bases, tal y como esta descrito en los antecedentes. Como se desconoce la forma
en que la proteina Cs-BSS°7d se organiza una vez que se une al DNA, para esta
molécula se decidi6 trabajar con distintas proporciones de moléculas de proteina

por par de bases (proteina/pb).

El célculo de los valores N/P para Cs-BX1? y Cs4-S10-BK'? es sencillo, pues se
puede resumir en una relacion entre la concentracion molar de proteina y la
concentracion molar de DNA, ajustando esta ultima al nimero de pares de bases
del DNA en los que se estima que ocurra la interaccién, que como se explicé
anteriormente, tiene lugar cada seis pb. Por lo que la férmula puede resumirse de
la siguiente manera:

N Cp
P .. b,
(Cona) )
Donde:

Cp= Concentracion final de la proteina (nM)
Cona= Concentracion final del DNA (nM)
Pb= Numero de pares de bases del DNA

Para calcular las proporciones proteina/pb, se emple6 la siguiente férmula

previamente reportada por Estrich et al. (2017):

VpCp
(Vbona) (Cpna)(pb)

prtn/pb =

Donde:

Vp= Volumen empleado del stock de proteina (pl)
Cp= Concentracion del stock de proteina (nM)
Vona=Volumen empleado del stock de DNA (ul)
Cona= Concentracion del stock de DNA (nM)

pb= Numero de pares de bases del DNA




6.7. Caracterizacion de las nanoestructuras mediante microscopia de fuerza

atomica

Las nanoestructuras sin recubrir fueron preparadas a una concentracion de 4.2 nM
en amortiguador TAE 1X con MgClz2 12.5 mM, mientras que las recubiertas fueron
preparadas a una concentracion 21 nM (ambas concentraciones respecto a las
moléculas de dsDNA). Entre 5y 10 uL de las preparaciones se colocaron en el
centro de una mica con carga negativa (el ion divalente Mg?* permite la fijacion del
DNA), y se dejaron reposar por 5 min a temperatura ambiente; posteriormente se
realizé6 un lavado con 500 pL de agua ultrapura Milli-Q y la muestra se seco
rapidamente con aire comprimido. La mica se coloco en el piezoeléctrico del equipo
de microscopia de fuerza atémica (AFM), y se programé el equipo para usar la
funcién ScanAsyst®, que determina automaticamente las frecuencias vibracionales
a las que debe ser monitoreada la muestra, con una velocidad de barrido entre 0.8
y 1 Hz, y una resolucion entre 896 y 1024 muestras/linea. Finalmente, las imagenes
obtenidas fueron analizadas y procesadas con el software NanoScope Analysis
v 8.0 de Bruker®, mientras que para realizar mediciones se us6 ImageJ, reportando
el error estandar de la media.

6.8. Evaluaciéon de la estabilidad térmica

Las nanoestructuras sin recubrir (4.2 nM) o recubiertas (21 nM) con Cg-BSsso7d
(ptn/pb=0.5) se prepararon en una solucién en amortiguador TAE 1X o TBE 0.25 X,
y fueron incubadas a 37 °C y 50 °C durante distintos tiempos. Posteriormente las
muestras fueron brevemente centrifugadas y depositadas en una mica para ser

analizadas mediante AFM.
6.9. Evaluacién de laresistencia a DNAsa |

Soluciones 25 nM (respecto al dsDNA) del DNA lineal o ramificado, recubierto (Cs-
BSsso7d ptn/pb=0.5) o sin recubrir, fueron mezcladas con la enzima DNAsa | a 0.4
U/ug de DNA en un tampon de reaccion (20 mM Tris-HCI, pH 8.3, 2 mM MgCl2). A

continuacion, las preparaciones fueron incubadas a 37 °C y después de tiempos




especificos de incubacién se tomaron alicuotas de 5 pL para ser mezcladas con 5
uL de EDTA 50 mM, incubandolas en hielo, con el objetivo de detener la actividad
de la DNAsa. Las muestras tomadas se analizaron mediante electroforesis en
agarosa al 1 % a un voltaje de 80 V, y empleando TAE 1x o TBE 0.25x (estructuras
CLS vy estructuras biotina-estreptavidina, respectivamente). Adicionalmente, se
tomaron 5 L de las muestras a distintos tiempos de incubacion para ser evaluadas

mediante microscopia de fuerza atomica, con el procedimiento habitual.
6.10. Planteamiento de futuras construcciones

Para averiguar si el ssDNA circular M13mpl18 era capaz de hibridar de manera
estable con pequefias moléculas de ssDNA, se disefiaron dos oligonucleétidos
(denominados 42c32 y 42c32c) complementarios entre si en 32 nt, y que ademas
tenian una regiéon complementaria al DNA M13mp18, de 42 nt, de tal manera que
se organizaran como se indica en la figura 6.5, uniendo dos moléculas de M13mp18.

Las secuencias de estos dos oligonucleotidos pueden encontrarse en el Anexo G.

42c .
: L 42c :

Figura 6.5. Hibridacién del ssDNA circular M13mp18 con oligonucleétidos complementarios.

Inicialmente se evalué la hibridacion de ambos oligonucleétidos a proporciones
equimolares para posteriormente afiadirlos en exceso en una solucién con
amortiguador TAE-Mg 1x del ssDNA M13mp18. Las evaluaciones se realizaron por
medio de electroforesis en agarosa al 1 % y en microscopia de fuerza atomica,

siguiendo el procedimiento habitual.




VIl. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1. Evaluacion de la formacion de la estructura central CLS empleando las

diferentes rampas de enfriamiento

En la figura 7.1. se observa la formacion de ensamblados con los oligos C, Ly S a
distintas proporciones molares, usando las diferentes rampas de enfriamiento. En
todos los geles de esta figura se considera que la banda de mayor tamafio (cercana
al marcador de peso molecular de 200 pb) corresponde a la estructura CLS formada
por la hibridacién completa de todos los oligonucleétidos (1 oligo C, 3 oligos Ly 3
oligos S), mientras que las bandas por debajo de ésta corresponden a
intermediarios en los que no se ensamblaron uno o mas oligonucleétidos. Ademas,
las tres bandas mas inferiores pertenecen a los oligos C, L y S sin hibridar, con
tamanos respectivos de 78 nt, 48 nty 27 nt. Es importante notar que las muestras
analizadas no migran de la misma manera que el marcador de peso molecular de
doble cadena, esto en parte porque los oligonucleétidos son de cadena sencilla, y
sobre todo porque el ensamblado CLS adquiere una configuracién ramificada.
Previamente ya se ha reportado que el desplazamiento de nanoestructuras
ramificadas varia en comparacién con el del DNA lineal (He y Mao, 2006; Tian et
al., 2006; Rudiuk et al., 2013).

Al preparar soluciones con los tres oligos, sin haber calentado ni sometido a una
rampa (figura 7.1a), se observa la aparicién de bandas con tamafios superiores a
los de los oligonucleétidos individuales, lo cual indica que éstos manifiestan un
fenédmeno de hibridacion, sin embargo, también se nota un nimero considerable de
bandas de tamafios intermediarios. Con la rampa 1, de un tiempo total de 21 min
(disminucion rapida de la temperatura), y la rampa 2, que tarda 76 minutos en
completarse, también se noté un niamero considerable de bandas intermediarias, lo
cual es poco deseable en términos de eficiencia de un proceso de autoensamblaje.
He y Mao (2006) reportan un alto rendimiento, y sin intermediarios, en la formacion
de nanoestructuras ramificadas a partir de tres fragmentos de ssDNA y con una

rampa de enfriamiento de tan solo 21 minutos, esta variacion en la eficiencia podria




deberse a que ellos emplearon un fragmento central C circularizado
covalentemente, y no lineal como en este caso. Cabe mencionar que con la rampa
2, de disminucién de 5 °C cada 5 min, si se observo una disminucion en la formacion
de estructuras intermediarias al usar una proporcién CLS 1:3:6 y 1:6:6, aunque
tedricamente esto deberia ocurrir a una proporcién CLS 1:3:3, pues el fragmento C

tiene la capacidad de hibridar con 3 fragmentos L.

Finalmente, al evaluar la rampa de enfriamiento 3, con disminuciones de 5 °C
cada 10 min (150 min totales), la rampa 4, con disminucién de 1 °C cada 30 minutos
(24 horas totales ), y la rampa 5, de 1 °C cada hora (48 horas totales), se logré
observar la formacién de la banda superior correspondiente al nucleo central CLS,
y la nula presencia de bandas intermediarias cuando los oligos se combinaron en
proporciones molares C:L:S de 1:3:3, 1:3:6, 1:6:3 y 1:6:6. Lo anterior puede deberse
a que una rampa de enfriamiento lenta favoreceria una disminucién de los procesos
espontaneos de ensamblaje y desensamblaje que ocurren durante la hibridacion de
las moléculas de ssDNA (Vologodskii, 2015). Sin embargo, en los 3 casos se
observa que un numero considerable de oligos L y S se mantienen en su estado
libre y no se asocian a la estructura central. A pesar de esto, la nula presencia de
bandas intermediarias y la formacion de la banda superior correspondiente al nucleo
CLS se pueden considerar como resultados exitosos para los fines de este proyecto,
por lo que para los experimentos posteriores se decidi6 trabajar con los
oligonucledtidos C, L y S a proporciones molares 1:3:3, sometiéndolos a la rampa

de enfriamiento 3, con una disminucién de 5 °C cada 10 min.
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Figura 7.1 Formacién de ensamblados CLS a distintas proporciones molares: a) sin rampa de

enfriamiento. Con rampa de enfriamiento de b) 21 min, ¢) 76 min (disminucién de 5 °C/5min), d) 150
min (disminucion 5 °C/10min), €) 24 h (disminucién de 1 °C/30min) y f) 48 h (disminucién de 1 °C/
h). En el lado derecho de cada electroforesis se indica con figuras la migracién del ensamblado

completo CLS, asi como de algunos posibles intermediarios y de los oligonucledétidos individuales C

(morado), L (verde) y S (rosado). La estrella roja indica la estequiometria y el tratamiento térmico

seleccionados para experimentos subsecuentes.




7.2. Produccion de dsDNA

En la figura 7.2 se observan diversos amplicones de los fragmentos de 722 pb
obtenidos mediante PCR, con y sin el espaciador de trietilenglicol (Sp) y con los
extremos cohesivos de 10, 15y 20 nt (Ohx), asi como una molécula de dsDNA con
dos extremos cohesivos de 10 nt, en los que uno no es complementario a la
estructura central CLS. Se puede notar que no se obtuvieron productos

inespecificos.

w_Sp
15 _Sp
2 _Sp

dsDNA 722

dsDNA 722_Ohyo

dsDNA 722_0Oh
_Sp_dsDNA722_Ohyw _Sp

dsDNA 722_0h

dsDNA 722_0h

Oh1o

700 bp—— -----‘-

Figura 7.2. Diversos amplicones, obtenidos mediante PCR, de la molécula de dsDNA de 722
pb. Ohx: secuencia complementaria (overhang) al nucleo CLS, donde x puede ser 10, 15 o 20 nt.
Sp: Espaciador de trietilenglicol.

Por otra parte, en la figura 7.3 se observan diversos amplicones obtenidos
mediante PCR, de los fragmentos de 732 pb con la molécula de biotina en el
extremo 5, de nueva cuenta se puede notar que no se obtuvieron productos

inespecificos.
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Figura 7.3. Electroforesis de los amplicones biotinilados de 732 pb, evaluados directamente
de lareaccion de PCR.




7.3. Evaluacién de lainteraccion de la estructura central CLS con dsDNA de
722 pb

En la figura 7.4 se puede notar el comportamiento de los distintos fragmentos de
722 pb al hibridar con el fragmento L a proporcion molar 1:1. Facilmente se identifica
que en el fragmento sin la secuencia complementaria y el fragmento sin el
espaciador no ocurre una hibridacion con el oligo L, mientras que en los otros 4 si.
La hibridacion esta indicada por la desaparicion de la banda correspondiente al oligo
L, pues esta se desplaza con la molécula de 722 pb. Con esta sencilla prueba se
verifica la funcion de la molécula de trietilenglicol para obtener extremos cohesivos
mediante PCR.
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Figura 7.4. Hibridacion del oligo L con las moléculas de dsDNA con distintos extremos
cohesivos complementarios.

A continuacion, se evalud el ensamblaje entre el nucleo central CLS, preparado
previamente con la rampa de disminucién de 5 °C cada 10 min, y el dsDNA de 722
pb con los diferentes extremos cohesivos. En la figura 7.5a se puede observar que
con una proporcién C:L:S:dsDNA de 1:3:3:6 (exceso de dsDNA de 6 veces respecto
al oligo C) se presentaron hasta 5 bandas con distintos desplazamientos, que
corresponderian a las nanoestructuras con un nimero de hasta 5 ramificaciones.
Hay que recordar que, segun el disefio del nudo central, se deberian encontrar
estructuras con hasta 6 ramificaciones, por lo que teéricamente deberian

observarse 6 bandas distintas. Es posible que la alta densidad de moléculas de




dsDNA en el centro de la estructura sea responsable de un bajo rendimiento de la
estructura con 6 ramificaciones, debido a fendmenos de impedimento estérico y
repulsion de cargas (Bila et al., 2019), por lo que cual no pueden ser identificadas
mediante esta técnica. Adicionalmente, no se observa la presencia de estas 5
bandas con aquellas moléculas de dsDNA que no tienen el espaciador de

trietilenglicol (Sp).

El andlisis de densitometria (Figura 7.5b) de estas electroforesis permite
identificar que con el extremo cohesivo de 10 nt se obtiene un porcentaje mayor de

estructuras con mas ramificaciones respecto a los que tienen 15y 20 nt.
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Figura 7.5. Formacién de nanoestructuras ramificadas por hibridacién con dsDNA de 722 pb.
La proporcién molar de C:L:S:dsDNA es de 1:3:3:6. a) Electroforesis con dsDNA de 722 pb con
extremos cohesivos de diferentes tamafios. b) Analisis densitométrico indicando el porcentaje

correspondiente a cada una de las bandas. Se indica la desviacién estandar de los triplicados.

Por otra parte, al evaluar proporciones molares 1:3:3:3 y 1:3:3:10 se observo
que el porcentaje de estructuras con mas ramificaciones resultdé menor a
comparacion de las preparadas con la proporcion teérica 1:3:3:6. (Figura 7.6). Esto
indica que una proporcion diferente a la estequiometria ideal desfavorece la

formacion de las estructuras ramificadas. En el caso de estequiometrias menores




esto se debe a que las moléculas de dsDNA no son suficientes para saturar todos
los extremos cohesivos en el centro CLS; sin embargo, con un exceso de dsDNA la
alta densidad de cargas negativas podria desfavorecer la unién y formacién de la
estructura ramificada (Bila et al., 2019).
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Figura 7.6. Comparacion en la formacion de nanoestructuras ramificadas por hibridacion.
C:L:S:dsDNA en proporciones 1:3:3:3y 1:3:3:10. a) Electroforesis. b) Andlisis densitométrico. Se
indica la desviacion estandar de los triplicados (Para la electroforesis de la proporcion 1:3:3:6
consultar la figura 7.5).

7.4. Formacion de estructuras ramificadas con los ensamblados CLS y los

fragmentos de dsDNA de cuatro tamafios distintos

Tomando en cuenta los resultados anteriores, se llevé a cabo la produccion de
moléculas de dsDNA de 211, 367 y 539 pb, todas conteniendo el espaciador de
trietilenglicol y un extremo cohesivo de 10 nt. Posteriormente, los distintos
fragmentos fueron mezclados con la estructura CLS a un exceso molar 6 veces
mayor respecto al oligo C. La figura 7.7 muestra los fragmentos de dsDNA lineales
y ramificados. En las figuras se puede notar que la longitud de las moléculas no tuvo
un efecto significativo en la formacién de estructuras, y en todos los casos se
identific6 un maximo de 5 bandas, correspondiente con estructuras de hasta 5

ramificaciones. Esto indica que el proceso de formacion esta mas influenciado por




la alta densidad de DNA en el centro de la estructura, que por la totalidad de cargas

negativas asociadas al tamafo total de cada cadena de dsDNA.

Para fines practicos, las formaciones son denominadas en este escrito como
estructuras obtenidas por hibridacion con el nudo CLS, o simplemente

nanoestructuras CLS.
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Figura 7.7. Formacion de nanoestructuras con ramificaciones de distintas longitudes
mediante hibridacion con el nlcleo central CLS. a) Electroforesis. b) analisis densitométrico,
donde se indica la desviacion estandar de los triplicados. Todas las moléculas de dsDNA contienen

la secuencia complementaria a CLS (Ohy) y el espaciador de trietilenglicol (Sp).

7.5. Formacién de nanoestructuras ramificadas mediante la interaccion

entre dsDNA biotinilado y estreptavidina

Se prepararon diferentes proporciones molares de estreptavidina: dsDNA (732 pb).
En la figura 7.8 se observa la caracterizacion electroforética de las construcciones,
pudiéndose notar hasta 4 bandas de diferente tamafio, que corresponderian con las
estructuras con un numero maximo de 4 ramificaciones. La banda inferior podria
corresponder a dsDNA biotinilado libre o a una molécula de estreptavidina asociada
a una de dsDNA; bajo las condiciones evaluadas es imposible diferenciar entre

éstas.




El analisis densitométrico (figura 7.8b) permite determinar que, si bien las
proporciones 1:3 y 1:4 tienen un porcentaje mayor de estructuras de 3 y 4
ramificaciones respecto a las otras proporciones, la diferencia no se puede
considerar como significativa. Cabe destacar que con la proporcién molar mas baja
(1:1) se obtuvo un mayor porcentaje de estructuras con 2 ramificaciones respecto a
proporciones mas elevadas. Este comportamiento ya habia sido previamente
reportado por Niemeyer et al. (1999). Sus analisis de densitometria arrojaron que
aun a excesos molares de dsDNA 5 veces mayores respecto a la estreptavidina, las
bandas correspondientes a 3 y 4 ramificaciones solo estuvieron presentes en un 5-
10 %, y argumentaron que este mismo sistema es mas estable en un acomodo

divalente.

Si bien la interaccidn entre biotina y estreptavidina es una de las interacciones
no covalentes mas fuertes de la naturaleza (Kp = 104 M), se ha observado que tal
comportamiento se ve afectado cuando la biotina se une a DNA. Kennedy (2017)
sefala que este fenbmeno se debe a la alta densidad de cargas negativas de los
grupos fosfato. Ademas, se explica que la interaccién con moléculas de ssDNA
biotiniladas es mas estable, debido a que posee un mayor nimero de angulos de
rotacibn a comparaciéon del dsDNA. De esta manera, la presencia de varias
moléculas de doble cadena en el centro de la estructura causaria un impedimento
estérico, que se minimiza con las moléculas de cadena sencilla debido a que poseen

mayor flexibilidad.

Para contrarrestar el efecto de las cargas Tian et al. (1999) adicionaron acetato de
magnesio al amortiguador TBE. En experimentos posteriores, Rudiuk et al. (2013)
adicionaron ademas NaCl 0.2 M, incrementando el porcentaje de estructuras con 3
y 4 ramificaciones. Sin embargo, en este proyecto Unicamente se evalud la
metodologia establecida por el grupo de Tian, a fin de que el recubrimiento proteico

fuera comparable con las estructuras obtenidas por hibridacién con el nacleo CLS.
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Figura 7.8. Formaciéon de nanoestructuras con distintas proporciones estreptavidina:dsDNA
biotilinado 732 pb. Las columnas etiquetadas como dsDNA corresponden al control de dsDNA
biotilinado sin estreptavidina. a) Electroforesis, b) Andlisis densitométrico donde se indica la
desviacion estandar de los triplicados.

Con base en los resultados anteriores, se prepararon mezclas a proporcion 1:4
(estreptavidina:dsDNA) con los 4 distintos fragmentos de 201, 368, 555 y 732 pb.
En todos los casos se identificaron 4 bandas, correspondientes con estructuras de
hasta 4 ramificaciones. La intensidad de las bandas indica que la longitud de las
moléculas no tuvo un efecto cuantificable en la formacién de las estructuras con 3y
4 ramificaciones (Figura 7.9). A partir de esto se puede hipotetizar que el
ensamblaje es afectado por la alta densidad de moléculas en el nacleo, mientras

gue los nucleétidos presentes en la periferia no tienen tal efecto.
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Figura 7.9. Formacion de nanoestructuras ramificadas con dsDNA biotinilado de distintas

longitudes. Proporcion streptavidina: dsDNA = 1:4. A) Electroforesis, b) Analisis densitométrico. Se

indica la desviacidn estandar de los triplicados.




7.6. Caracterizacion de las nanoestructuras mediante microscopiade fuerza

atomica

En la figura 7.10 se observan las nanoestructuras construidas por hibridacion de
dsDNA con el nucleo CLS, verificandose la formacion de estructuras con 3, 4,5y 6
ramificaciones. Cada uno de los brazos posee distintas orientaciones, lo que
inmediatamente denota flexibilidad, y las ramificaciones presentaron una longitud
experimental de 67.8 = 4.2, 123 + 49, 1708 + 8.04 y 2389 + 55 nm,
correspondiendo a moléculas de dsDNA de 211, 367, 539 y 722 pb,
respectivamente. Estos valores se acercan a los respectivos valores tedricos de
71.7,125.0, 183.3y 249.0 nm. La altura en el eje Z del DNA tuvo un valor promedio
de 0.85 £ 0.04 nm, mientras que en la zona central, con mayor densidad de dsDNA,
la altura fue de 1.23 £ 0.13 nm. En la figura 7.11 se presenta un corte representativo

en el eje Z.

Figura 7.10. AFM de las nanoestructuras obtenidas por hibridacién con CLS. a) Ramificaciones
de 211 pb, b) ramificaciones de 367 pb, c) ramificaciones de 539 pb, d) ramificaciones de 722 pb, e)
vista tridimensional de una estructura con ramificaciones de 722 pb. Barra de escala: 300 nm

(area:1.5 x 1.5 pm).

Diversas investigaciones han demostrado que las variaciones entre las
dimensiones tedricas del DNA y las experimentales estan sujetas a ciertas variables

como el proceso de fijacion y secado de la muestra, el tipo de superficie, y por




supuesto, la resolucion de la punta, que generalmente posee un radio de 10nm
(Pyne y Hoogenboom, 2016; Pang et al., 2015; Marek et al., 2005; Rivetti y
Codeluppi; 2001).

Altura (nm)
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Figura 7.11. Corte en eje Z de una nanoestructura ramificada obtenida mediante hibridacién

del ntcleo CLS y dsDNA de 722 pb. Barra de escala: 100 nm.

Por su parte, la figura 7.12 permite observar la formacién de estructuras con 3y
4 ramificaciones a partir de la interaccion entre la molécula de estreptavidina y el
dsDNA biotinilado. Cabe destacar que en las imagenes de microscopia se observa
una elevacion en el centro de la nanoestructura con una altura promedio de 3.38 +
0.11 nm, que corresponde con la molécula de estreptavidina. Las ramificaciones de
201 pb presentaron una longitud experimental de 60.7 + 3.6 nm, las de 368 pb
midieron 119 *+ 3.8 nm, aquellas de 555 pb tuvieron un valor de 185 + 5.6 nm y las
de 732 pb midieron 244.9 + 4.7 nm, acercandose a los valores teéricos de 68.3 nm,
125 nm, 189 y 249 nm, respectivamente. La figura 7.13 muestra una imagen

representativa del perfil de altura en el eje Z.

Pueden consultarse imagenes de 5 x 5 um para ambas estrategias en el Anexo
C. En lafigura 7.14 se observan acercamientos (400 x 400 nm) para las estructuras

obtenidas con ambas estrategias.




Figura 7.12. AFM de las nanoestructuras obtenidas mediante interaccidn entre estreptavidina
y dsDNA biotinilado. a) Ramificaciones de 201 pb, b) ramificaciones de 368 pb, c) ramificaciones

de 555 pb, d) ramificaciones de 732 pb, e) vista tridimensional de una estructura con ramificaciones

de 732 pb. Barra de escala: 300 nm (area:1.5 x 1.5 um).
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Figura 7.13. Corte en eje Z de una nanoestructura ramificada obtenida mediante interaccién

con estreptavidina. Barra de escala: 100 nm.




Figura 7.14. Acercamientos de las micrografias de AFM para las nanoestructuras obtenidas
por ambas estrategias. Nanoestructuras ramificadas CLS con: a) dsDNA de 211 pb, b) dsDNA de
367 pb, c) dsDNA de 539 pb y d) dsDNA de 722 pb. Nanoestructuras ramificadas mediante
interaccién de estreptavidina con: e) dsDNA de 201 pb, f) dsDNA de 368 pb, g) dsDNA de 555 pb y
h) dsDNA de 732 pb. Barra de escala: 100 nm (area: 400 x 400 nm).

7.7. Efecto de técnicas de purificacion sobre la estabilidad de las

nanoestructuras ramificadas

La eleccion de la técnica adecuada para purificar nanoestructuras de DNA es
problematica pues depende de ciertos factores, como la estrategia empleada para

su construccion, su forma y su composicion (Shaw et al., 2015; Bellot et al., 2011)

Tradicionalmente, este tipo de construcciones han sido purificadas cortando el
fragmento de agarosa con la banda de interés y aplicando un campo eléctrico para
eluir al DNA. Ademas, recientemente se ha extendido el uso de sistemas de
purificacion como el Kit “Freeze n” Squeeze” que hace uso de fuerzas mecanicas
(Meyer, 2017). Después de haber realizado las purificaciones mediante los tres
procedimientos descritos en la metodologia, se realizaron electroforesis en agarosa

al 1 % para evaluar la integridad de los constructos.




Se observé que las construcciones perdieron la conformacion ramificada con
cualquiera de los tres métodos. Como ejemplo se tiene la figura 7.15, donde se
puede observar que en todos los casos ocurri6 una disociacion de las

ramificaciones.

Figura 7.15. Efecto de la purificacion por métodos electroforéticos. a) Estructuras CLS con
ramificaciones de 722 pb después de haber sido purificadas por electroelucién en membrana. b)
Estructuras con estreptavidina y dsDNA biotinilado de 732 pb purificadas por electroelucion en
membrana. c) Estructuras con estreptavidina y dsDNA de 732 pb purificadas por electroelucién en
solucion de sacarosa. d) Estructuras biotina-estreptavidina de 368 pb después de su purificacion
con el kit Freeze N’ Squeeze. En las etiquetas superiores se indica el nUmero de ramificaciones que

la estructura tenia antes de la purificacion.

Es importante recordar que el proceso de autoensamblaje es espontaneo y
reversible. La purificacion mediante electroelucién en membrana de dialisis es muy
usada con dsDNA lineal, pero lo observado en este experimento parece indicar que
el campo eléctrico aunado a otros parametros como variaciones en la concentracion
de sales, es capaz de desestabilizar conformaciones mas complejas. A esto también
se suman las fuerzas mecanicas asociadas a la migracién de las construcciones a
través de los poros de la agarosa, asi como el incremento en la temperatura del
tampon de corrida (Meyer, 2017; Shaw et al., 2015; Lin et al., 2013), sin olvidar que,
en la region central de las nanoestructuras existe una alta densidad de DNA que




contribuirian a la desestabilizacién por efecto del impedimento estérico y la repulsién

de cargas.

Los métodos de electroelucion en sacarosa y el de Freeze n” Squeeze han
demostrado ser altamente efectivos para estructuras de origami, pues se han
reportado rendimientos de purificacién superiores al 70 % (Bellot et al., 2011). Sin
embargo, hay que considerar que la formacion de estas construcciones requiere de
la hibridacién de cientos de oligonucleotidos que estabilizan la estructura. En el caso
de las estructuras ramificadas de este proyecto, la unién de cada una de las
moléculas de dsDNA depende de solo 10 nt, por lo que termodinamicamente son
mas vulnerables al desensamblaje (Vologodskii, 2015). En el caso de las estructuras
con estreptavidina, es sabido que la interaccion biotina-estreptavidina, sin DNA de
por medio, es estable en un amplio rango de condiciones de temperatura y pH
(Gonzélez et al., 1999; Chivers et al., 2011; Lim et al., 2011; Waner et al., 2019),
ademas se ha demostrado su resistencia ante condiciones electroforéticas
(Humbert et al., 2005; Brining et al., 2016). Lo anterior permite sugerir que el
desensamblaje surge por efecto de las moléculas dsDNA, que afectan directamente
la union de la biotina, sobre todo como consecuencia de las fuerzas mecanicas de
migracion que actuan sobre la doble hélice. No se encontraron reportes previos para
sustentar esta hipotesis, por lo que experimentos adicionales serian necesarios
para comprender con mayor detalle el mecanismo de desensamblaje de este tipo

de nanoestructuras.

Si bien, el objetivo de esta tesis es demostrar la formacion de estructuras
ramificadas y evaluar su recubrimiento proteico, en futuras aplicaciones sera
necesario purificar a las nanoestructuras segun el numero de ramificaciones, y para
esto podria ser necesario formar enlaces covalentes, ya sea entre los nucledtidos,
mediante el uso de ligasas u otras modificaciones, o entre DNA y proteina, mediante
entrecruzamientos covalentes. La técnica a evaluar dependera de la aplicacién que
se quiera llevar a cabo, y también de las moléculas con las que se desee

funcionalizar a las nanoestructuras (Jones, Seeman y Mirkin, 2015).




7.8. Evaluacion de la interaccion de las proteinas Cs-BX'2, Cs-S10-BK'? y Cs-

BSso7d con las nanoestructuras de DNA

Los resultados de los ensayos de cambio en la movilidad electroforética (EMSA)
permiten afirmar que las proteinas de disefio si son capaces de interactuar con las
nanoestructuras de DNA mediante interacciones no covalentes. En la figura 7.16 se
observa el comportamiento de las proteinas al interactuar con las estructuras
obtenidas por hibridacion del nucleo CLS con dsDNA de 367 y 722 pb. En el caso
del dibloque C4-BX'?, el primer cambio de la movilidad ocurre a una relacién N/P
(amino de proteina/fosfato del DNA) de 0.5, pero el punto de neutralizacion,
manifestado por un minimo desplazamiento de la banda, se encuentra por encima
de 2. En el caso de la proteina Cs-S10-BX*?, ocurre un fenémeno similar, aunque la
saturacion en ambas estructuras se observa a una N/P de 4 para las estructuras
con ramificaciones de 367 pb y de 8 para las de 722 pb. Un valor mas alto de esta
proteina, respecto al dibloque, podria deberse a la competencia existente entre el
dominio de autoensamblaje (S10) y el de unidn al DNA, el primero por si solo podria
favorecer la interaccion entre las proteinas en estado libre, y de esta forma reducir
la cantidad de proteina disponible para su unién con el DNA (Cazares-Vargas et al.,
2019). Para la proteina Cg-BSs°79, se observa que la neutralizaciéon se alcanza a una
relacion proteina/pb igual o mayor a 0.25. Cabe recordar que, como se describié en
la metodologia, para la proteina Cs-BSS°7d no se reportan las proporciones N/P, pues
se desconoce la manera en que las cargas positivas del dominio de unién
interactdan con las cargas negativas del DNA. En el caso de las estructuras de DNA
biotinilado de 368 y 732 pb, el comportamiento para las tres proteinas es muy
similar, como se observa en figura 7.17. A partir de estos resultados, para las
siguientes caracterizaciones se decidié trabajar con una N/P de 4 para C4-BX'?, N/P
de 8 para Cs-S10-BX1?y una proporcion proteina/pb de 0.5 para Cs-BSs°7d. Estos

excesos son para garantizar el recubrimiento.

En experimentos previos se habia reportado la neutralizacion de dsDNA lineal
con valores de N/P de 1 para C4-BX'?y C4-S10-BX'? (Hernandez Garcia et al., 2012;
Hernandez Garcia et al., 2014). Sin embargo, para las estructuras ramificadas se




requirieron cantidades mucho mayores. Uno de los motivos podria ser la presencia
de las sales de magnesio, requeridas para la formacion de las nanoestructuras, las
cuales podrian entrar en competencia con las lisinas del bloque de unién. Esta
hipotesis se refuerza por el hecho de que con la proteina Cs-BSs°7d, cuya unién es
especifica al DNA y no depende Unicamente de interacciones electrostéticas, se
obtuvo el mismo valor de proteina/pb (0.25) reportado anteriormente para dsDNA
lineal (Hernandez Garcia et al., 2017). Es de destacar que con la proteina Ca-Sio-
BX'2 se observé que las nanoestructuras con mayor tamafio de ramificaciones
requirieron una mayor cantidad de proteina, esto podria ser efecto del impedimento
estérico; es decir, si visualizamos las ramificaciones como una esfera (Aloorkar et
al., 2012), a mayor longitud de las cadenas, estas ocupan un volumen mayor que

podria ralentizar la interaccion con la proteina.

Por otra parte, para fines comparativos entre las tres proteinas, se realizd una
conversioén de los valores de N/P de Cs-BX1? y C4-S10-BX'? a valores de proteina/pb,
lo cual se muestra en la tabla 7.1. Esto permite observar que con Cg-BS$°7d se
requiere una menor proporcion proteina/pb para lograr un efecto neutralizante que

se asemeje al de C4-BK1? y Cs-S10-BX12,

Es importante notar que, para ambos tipos de estructuras, y con las dos
longitudes evaluadas, el cambio de movilidad con las proteinas Cs-BX'? y Cs-Sio-
BX12 ocurre en todas las nanoestructuras al mismo tiempo, es decir las 4 o 5 bandas
se desplazan simultaneamente; mientras que con la proteina Cs-BSs°79, las bandas
superiores se desplazan antes que las inferiores. Con esta observacion se puede
inferir que la unidon de las proteinas que poseen el dominio de lisinas es
independiente del numero de ramificaciones, lo cual se explica porque el
ensamblaje Unicamente se rige por interacciones electrostaticas con el DNA. Por el
contrario, la interaccion entre Cs-BSS°7d y las nanoestructuras si podria depender del
namero de ramificaciones, pero serda necesario realizar experimentos mAas

detallados para confirmar esta hipotesis.
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Figura 7.16. EMSA de estructuras obtenidas por hibridacion con CLS. El simbolo rojo indica las
proporciones en las que se observa la neutralizacion del DNA, manifestada por un minimo

desplazamiento de la banda.
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Figura 7.17. EMSA de estructuras obtenidas por interaccion biotina-estreptavidina. El simbolo
rojo indica las proporciones en las que se observa la neutralizacion del DNA, manifestada por un
minimo desplazamiento de la banda.




Tabla 7.1. Valores de neutralizacion en relacion proteina/pb*.

Nanoestructuras CLS Nanoestructuras Biotina-
Estreptavidina
Proteina 367 pb 722 pb 368 pb 732 pb
Cg-BSso7d 0.25 0.25 0.25 0.25
C4-BK12 0.33(2) >0.33 (>2) >0.33 (>2) 0.33(2)
C4-S10-BK12 0.67 (4) 1.33(8) 0.67 (4) 1.33(8)

*Entre paréntesis se indica el valor N/P

7.9. Caracterizacion de las nanoestructuras recubiertas con proteinas

mediante microscopia de fuerza atbmica

El estudio del recubrimiento de las nanoestructuras de DNA con las tres proteinas
de disefio se resume en las figuras 7.18 y 7.19, en escaneos de areas de 1.5 x 1.5
pm (escaneos de 5 um x 5 pm pueden encontrarse en el Anexo D). El recubrimiento
con Cs-BK'? altera la conformacién de las estructuras, de tal forma que las
ramificaciones no se observan claramente definidas, mientras que Cs4-S10-BX1?
propicia la formacion de estructuras fibrilares, con lo que se pierde por completo la
arquitectura ramificada. Las estructuras fibrilares habian sido reportadas
previamente (Hernandez et al., 2014), pero unicamente con moléculas lineales de
dsDNA, siendo este el primer ensayo con estructuras no lineales. Este
comportamiento se debe a la inespecificidad del bloque de lisinas, pues sus cargas
negativas pueden unir a todas las ramificaciones entre si y asi formar una especie
de cilindro con el DNA aglomerado. Cabe mencionar que hasta el momento no se
ha evaluado la interaccion de Cs-S10-BX'2 con DNA origami, pero este resultado es

un primer indicio de que no seria factible su recubrimiento con esta proteina.

La Unica proteina que recubre las estructuras sin afectar su arquitectura
ramificada es la Cg-BSs°7d. En este caso no ocurre aglomeracion de DNA, debido a
gue el blogue de union es especifico a una molécula dsDNA y no puede unir a mas
simultdneamente. Ademas, es posible que el tamafio del bloque de estabilidad
coloidal, Cs, sea responsable de la formacion de una corona que favorece la

dispersion de las nanoestructuras a comparacion del bloque presente en Cs-BK'2,

Visualmente, las estructuras CLS parecen tener una organizacién mejor definida

que aquellas de biotina-estreptavidina, lo que podria indicar que el recubrimiento




con Cg-BS°7d es capaz de afectar la interaccion entre el dsDNA biotinilado y el

tetramero del centro.

Figura 7.18. Comparacién mediante AFM de las nanoestructuras obtenidas por hibridacion
con CLSy recubiertas con las proteinas de disefio. Estructuras con ramificaciones de 367 pb: a)
sin recubrir, b) recubiertas con Cs-BK12 (N/P=4), c) Cs-S10-BK12 (N/P=8), y d) Cs-BSso7d
(proteina/pb=0.5). Estructuras con ramificaciones de 722 pb: e) sin recubrir, f) recubiertas con Ca-
BX12 (N/P=4), g) C4-S10-BK12 (N/P=8), y h) Cs-BSs°7d (proteina/pb=0.5). Barra de escala: 300 nm (area:
1.5x 1.5 um).

Figura 7.19. Comparacién mediante AFM de las nanoestructuras obtenidas por interaccion
con estreptavidina y recubiertas con las proteinas de disefio. Estructuras con ramificaciones de
368 pb: a) sin recubrir, b) recubiertas con C4-BX¥'2 (N/P=4), c) Cs-S10-B¥1? (N/P=8), y d) Cg-BSso7d
(proteina/pb=0.5). Estructuras con ramificaciones de 732 pb: e) sin recubrir, f) recubiertas con Cas-
BX12 (N/P=4), g) C4-S10-BX'2 (N/P=8), y h) Cs-BSs°7d (proteina/pb=0.5). Barra de escala 300 nm (area:
1.5x 1.5 pm).




El recubrimiento con las proteinas también fue verificado mediante mediciones del
eje Z (altura). El promedio de las mediciones se observa en la tabla 7.2, donde se
puede apreciar un incremento del 36 % entre la altura (z) de las ramificaciones de
dsDNA sin recubrir y las recubiertas con Cs-BS°7d o Cs-BX!2. Por su parte, las
estructuras fibrilares formadas con C4-S10-BX*? tuvieron un incremento del 194 %.

Este comportamiento se debe a que todas las ramificaciones se aglomeran para

formar fibras.

Tabla 7.2. Altura promedio (eje Z) de las moléculas de dsDNA.

Nanoestructura ramificada Altura de las ramificaciones
Longitud = EEM (nm) (n=20)
dsDNA 0.85+0.04 nm (s =0.13)
dsDNA + Cg-BSscd 1.16 £ 0.06 nm (s=0.21)
dsDNA + C4-BK12 1.15+£0.08 nm (s = 0.29),
dsDNA + Cy4-S10-BK1? 2.5+ 0.05 nm (s = 0.18).

*EEM: error estandar de la media, s: desviacion estandar muestral

Por otra parte, en la figura 7.20 se muestran cortes seccionales representativos

(eje Z) para cada una de las variantes de las estructuras CLS.
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Figura 7.20. Corte en el eje Z de las nanoestructuras obtenidas por hibridacion entre CLS y
dsDNA de 367 pb. a) Sin recubrir, b) recubiertas con C4-B¥12 (N/P=4), ¢) Ce-BSs°7d (proteina/pb=0.5),
d) Cs-S10-BK12 (N/P=8). Barra de escala: 100 nm.




Un andlisis mas detallado de las nanoestructuras recubiertas con Cg-BSs°7d
permitié verificar la rigidizacion. Este fenomeno es comprobado por la disminucion
en la longitud de las ramificaciones, asi como por una menor presencia de flexiones
y entrelazamientos. Para las nanoestructuras recubiertas, obtenidas por hibridacion
con el nuacleo CLS, las ramificaciones de 211 pb, 367 pb, 539 pb y 722 pb
presentaron longitudes experimentales de 49.9 + 3.8 nm, 99.5 £ 3.6 nm, 148 .6
6.7 nmy 198.1 £ 6.5 nm, lo cual se traduce en disminuciones porcentuales, respecto
a las nanoestructuras no recubiertas, del 26.4 %, 19.1 %, 13.0 % y 17.1 %. Por su
parte, las nanoestructuras recubiertas, preparadas con DNA biotinilado de 201 pb,
368 pb, 555 pb y 732 pb, presentaron ramificaciones con longitudes de 47.0 £ 2.5
nm, 77.27 +4.9 nm, 135.7 £ 58 nm y 202.7 + 4.2 nm, correspondiendo a
disminuciones porcentuales del 22.6 %, 35.05 %, 26.7 %y 17.2 %. En las figuras
7.21y 7.22 se puede observar con mayor detalle a las estructuras recubiertas con
Cg-BSs°7d, os resultados de estas mediciones, sumados a la evaluacién cualitativa
de su apariencia en AFM, permiten afirmar que, de las tres proteinas evaluadas, Cs-
BSso7d es la mejor opcién para obtener estructuras con una arquitectura ramificada

uniforme, asi como programar el nimero de ramificaciones y su longitud.

Figura 7.21. AFM de las nanoestructuras recubiertas con Cg-BSS°7d. Estructuras obtenidas
mediante hibridacion entre CLS y, a) ramificaciones de 211 pb, b) ramificaciones de 367 pb, c)
ramificaciones de 539 pb, d) ramificaciones de 722 pb. Estructuras obtenidas mediante interaccion
con estreptavidina y, e) ramificaciones de 201 pb, f) ramificaciones de 368 pb, g) ramificaciones de
555 pb, h) ramificaciones de 732 pb. Barra de escala 300 nm (area: 1.5 x 1.5 pm).




Figura 7.22. Acercamientos de las micrografias de las nanoestructuras recubiertas con Cs-
BSse7d Obtenidas mediante hibridacion entre CLS vy, a) ramificaciones de 211 pb, b) ramificaciones
de 367 pb, ¢) ramificaciones de 539 pb, d) ramificaciones de 722 pb. Obtenidas mediante interaccién
con estreptavidina y, e) ramificaciones de 201 pb, f) ramificaciones de 368 pb, g) ramificaciones de
555 pb, h) ramificaciones de 732 pb. Barra de escala: 100 nm (area: 400 x 400 nm).

Finalmente, se obtuvieron distribuciones en masa de las particulas observadas
en AFM para evaluar la eficiencia en la formacion de nanoestructuras ramificadas.
En la figura 7.23 se observan tales distribuciones segun las ramificaciones que
presentaron, antes y después de ser recubiertas con la proteina Cs-BS°7d, Cabe
mencionar que para obtener las distribuciones en masa primero fue necesario
realizar un conteo del numero de nanoestructuras, igualmente segun las
ramificaciones, para posteriormente convertir las distribuciones en numero a
distribuciones en masa. Las distribuciones en nimero pueden encontrarse en el

Anexo E.

En el caso de las estructuras obtenidas por hibridacion con los oligos CLS se
puede notar que el recubrimiento ayudd a estabilizar la formacion de estructuras
con mas ramificaciones, sobre todo en las que fueron obtenidas con dsDNA de 367
pb. En las que tenian una longitud de 722 pb se noté una disminucién en las
nanoestructuras de 5 ramificaciones al ser recubiertas con la proteina Cg-BSs°d

(Figuras 7.23, ay b). Esto podria indicar que el recubrimiento proteico podria afectar




el ensamblaje de nanoestructuras de mayor tamafio, pero serd necesario realizar

evaluaciones mas detalladas para comprender este comportamiento.

Por otra parte, en las estructuras de dsDNA biotinilado y estreptavidina el
recubrimiento proteico no favorecié la obtencion de una mayor cantidad de
estructuras ramificadas. Con esto se refuerza el planteamiento de Kennedy (2017),
mencionado en la seccion 7.5, quien propuso que el dsDNA, al ser menos flexible
qgue el ssDNA, desestabiliza la interaccion entre la biotina y la estreptavidina, debido
a que la presencia de una molécula rigida genera un mayor impedimento estérico
en el centro de la nanoestructura. Es posible que el recubrimiento proteico

incremente aun mas este efecto, al otorgarle mayor rigidez al dsDNA.

En las cuantificaciones mediante AFM también hay que considerar el efecto de
ciertos artefactos en la preparacion de las muestras, como los procesos de fijacion
y secado, asi como el lavado. Ademas, el comportamiento de estas estructuras en
fluidos aun debe ser evaluado mediante AFM, y con el uso de otras técnicas no
invasivas, como DLS, FRET o DNA-PAINT. Empero, la caracterizacion de
nanoestructuras de DNA con AFM se ha posicionado como el estandar para obtener
excelente informacién cualitativa y cuantitativa, con datos cuya reproducibilidad ha

sido ampliamente demostrada (Musset, 2010; Bila et al., 2019).

También resulta interesante comparar las cuantificaciones de AFM con los
analisis densitométricos de las figuras 7.7 y 7.9. Los porcentajes obtenidos con
ambas técnicas no son similares. Esta diferencia se debe al efecto de la
electroforesis sobre la estabilidad de las nanoestructuras, tal como se explicé en la
seccion 7.7, y también es debida a los artefactos y sesgos relacionados con la
microscopia de fuerza atémica, sobre todo si se considera que esta técnica permite
hacer caracterizaciones de molécula Unica, y no de caracter masivo o de la totalidad
de una muestra, como la electroforesis. Es por esta razdn que practicamente todas
las publicaciones involucradas en la nanotecnologia del ADN hacen uso de ambas

estrategias para complementar sus conclusiones (Bila et al., 2019).
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Figura 7.23. Distribuciones en masa de las nanoestructuras. a) Nanoestructuras CLS con
ramificaciones de 367 pb, b) Nanoestructuras CLS con ramificaciones de 722 pb, ¢) Nanoestructuras

de estreptavidina y DNA biotilinado de 368 pb, d) Nanoestructuras de estreptavidina y DNA
biotinilado de 732 pb.

7.10. Evaluacioén de la estabilidad térmica de las nanoestructuras

Las nanoestructuras con y sin proteina (Cs-BSs°79) fueron incubadas a temperaturas
de 37 °C y 50 °C durante distintos periodos de tiempo, evaluando su apariencia
mediante microscopia de fuerza atomica. En el caso de las nanoestructuras
obtenidas mediante hibridacion CLS (figuras 7.24 y 7.25), se demostré su
estabilidad a 37 °C durante 3.5 h. Las estructuras recubiertas con Csg-BSs°7d

(prtn/pb=0.5) conservaron su conformacion ramificada por un tiempo maximo de 9




horas. Sin embargo, al incubar a 50 °C, las estructuras sin proteina Unicamente
conservaron sus ramificaciones por un tiempo aproximado de 8 min. A esta
temperatura resulta mas notorio el incremento en la termoestabilidad al recubrir con
la proteina Cg-BSs°7, pues las ramificaciones estuvieron presentes hasta después
de 1 hora de incubacion, todavia notdndose algunas estructuras con tres

ramificaciones habiendo transcurrido 3 horas.
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proteico

Ca-BSS°7d

Figura. 7.24. AFM de las nanoestructuras CLS con ramificaciones de 367 pb incubadas a 37 °C
durante distintos periodos de tiempo. Primero se muestran aquéllas sin recubrimiento proteico,
incubadas durante a) 1 h 30 min, y b) 3 h 30 min. Después se presentan las recubiertas con Cg-BSso7d,
incubadas durante ¢) 0 min (TA), d) 8 min,e) 1 h,f) 5 h, g) 9 hy, h) 12 h. Barra de escala 125 nm
(area: 1.5 x 1.5 um). TA: Temperatura ambiente.
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Figura. 7.25. AFM de las nanoestructuras CLS con ramificaciones de 367 pb incubadas a 50
°C durante distintos periodos de tiempo. Primero se muestran aquéllas sin recubrimiento proteico,
incubadas durante a) 0 min (TA), b) 8 min, ¢) 30 min, y d) 1h. Después se presentan las recubiertas
con Cg-BSs°7d, incubadas durante €) 0 min (TA), f) 8 min, g) 1 h, h) 3 h, i) 5 h. Barra de escala 125
nm (area 1.5 x 1.5 um). TA: Temperatura ambiente.

En el caso de las estructuras obtenidas mediante la interaccion biotina-
estreptavidina (figuras 7.26 y 7.27), también demostraron estabilidad a 37 °C
durante 3.5 h. Empero, al ser recubiertas con Cg-BS$°7? (prtn/pb=0.5) result6 mas
notorio el proceso de desensamblaje, pues a las 3 horas el nUmero de estructuras
ramificadas habia disminuido considerablemente. Esto puede deberse al efecto
discutido en la seccién anterior, concerniente al impedimento estérico causado por
la rigidez del dsDNA en la zona central de la nanoestructura. Al incubarlas a 50 °C,
se observo un gran niumero de moléculas de dsDNA desensambladas después de
tan solo 30 minutos, y al incubar las recubiertas con Cs-BSS°7d, (Inicamente se

observaron ramificaciones hasta el mismo periodo de tiempo de 30 min.
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Figura. 7.26. AFM de las nano

incubadas a 37 °C durante distintos periodos de tiempo. Primero se presentan aquéllas sin

estructuras de estreptavidina con dsDNA biotinilado de 368 pb

recubrimiento proteico, incubadas durante a) 0 min (TA), b) 8 min, ¢)1 h, y d) 3.5 h. Después se
muestran las recubiertas con Cs-BSs°7d, incubadas durante e) 0 min (TA), f) 8 min, y g) 3 h. Barra de

escala 125 nm (area 1.5 x 1.5 um). TA: Temperatura ambiente.
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Figura. 7.27. AFM de las nanoestructuras de estreptavidina con dsDNA biotinilado de 368 pb
incubadas a 50 °C durante distintos periodos de tiempo. Primero se muestran aquéllas sin
recubrimiento proteico, incubadas durante a) 0 min (TA) y b) 30 min. Después se presentan las
recubiertas con Cg-BSs°7d, incubadas durante c) 0 min (TA) y d) 30 min. Barra de escala: 125 nm (area
1.5x 1.5 pym). TA: Temperatura ambiente.




Los resultados anteriores indican que las nanoestructuras obtenidas mediante
hibridacién con CLS poseen una mayor estabilidad térmica al ser recubiertas con la
proteina Cg-BSs°7d, en comparacion con las que se obtuvieron con la estrategia de
estreptavidina. De hecho, en estas Ultimas el desensamblaje parece ser resultado
de la suma del impedimento estérico y el efecto térmico.

Otra observacion de interés para las nanoestructuras obtenidas por hibridacion
con CLS se encontro al incubar a 50 °C por 1 h (figura 7.25d). En la micrografia de
AFM se observa la formacién de redes de DNA, posiblemente producto de
interacciones inespecificas entre distintos nuclettidos. Este fendmeno no es
observado cuando las nanoestructuras son recubiertas con la proteina; por lo cual
también se pone de manifiesto que el recubrimiento proteico ayuda conservar y
controlar la uniformidad en la nanoestructura ramificada.

Adicionalmente, se realizaron distribuciones en masa (figura 7.28) y en nimero
(Anexo F) para las nanoestructuras CLS, pues con estas es mas notorio el efecto
de la temperatura sobre el nUmero de ramificaciones. En los graficos se puede

apreciar una tendencia en la disminucién de las ramificaciones conforme se
incrementa el tiempo de incubacion.
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Figura 7.28. Distribuciones en masa de las nanoestructuras CLS con dsDNA de 367 pb
incubadas durante distintos periodos de tiempo. a) sin recubrir, a 37 °C, b) con Cg-BSs°7da 37 °C,
¢) sin recubrir, a 50 °C, y d) con Cg-BSs07d g 50 °C.

7.11. Evaluacién de laresistencia a DNAsa |

Con la finalidad de establecer las bases para futuras aplicaciones bioldgicas, se
evalué la resistencia de las nanoestructuras en presencia de DNAsa | a 0.4 U/ug
DNA. Inicialmente se compar6 dsDNA lineal y ramificado sin recubrimiento proteico.
Las moléculas lineales presentaron degradacion desde el primer minuto, mientras
gue aquellas que formaron parte de las ramificaciones resistieron entre 2 y 5
minutos. No constituye una diferencia significativa respecto al tiempo, sin embargo,
este primer resultado podria ser un indicio de que la alta densidad de DNA en la

estructura ramificada es capaz de afectar la actividad de la enzima, ralentizando su
mecanismo.

Al evaluar dsDNA lineal y en ramificaciones, ambos recubiertos con Cg-BSse7d
(prtn/pb=0.5), si se observo una resistencia significativa. Incluso después de 60
minutos la intensidad de las bandas se mantuvo constante, lo cual permite afirmar
gue el recubrimiento proteico disminuye la accesibilidad de la enzima hacia las
moléculas de dsDNA. Incluso, al incubar por un periodo de hasta 10 horas, se
observd que los acidos nucleicos seguian presentes. La figura 7.29 presenta las

caracterizaciones realizadas mediante electroforesis.
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Figura 7.29. Evaluacion de la resistencia de las nanoestructuras ante DNAsa I. a) DNA lineal
de 367 pb, b) estructura con ramificaciones de 367 pb, c) DNA lineal de 367 pb recubierto con Cs-
BSso7d d) estructuras con ramificaciones de 367 pb recubiertas con Cs-BSs°7d, ) DNA biotinilado de
368 pb, f) estructura con ramificaciones biotiniladas de 368, g) DNA lineal biotinilado de 368 pb
recubierto con Cg-BSs°7d, h) estructura con ramificaciones biotiniladas de 368 pb recubiertas con Cs-
BSso7d- j) Incubacién de estructuras con DNA biotinilado recubiertas con Cs-BSs°7d durante un lapso
méaximo de 24 horas. En los carriles se observa un control en el que las muestras se prepararon en
el buffer de reaccién de la DNAsa (Rx Buffer), sin afiadir la enzima, y otro con el buffer de reaccion

y EDTA a la concentracion usada para detener la actividad de la DNAsa.

Cabe mencionar que anteriormente se habia estudiado la proteccion conferida
por el recubrimiento con Cs-BSS°7d usando nanoestructuras de DNA origami, pero
Unicamente se evalué hasta un tiempo maximo de 1 hora (Estrich et al., 2017). En
ese caso solo se hicieron evaluaciones electroforéticas, por lo que se desconoce Si

hubo efectos sobre la arquitectura de la nanoestructura.




Tomando en cuenta esto, se decidié emplear AFM para evaluar la integridad de
las nanoestructuras tras la incubacion con DNAsa | (Figura 7.30). En el caso de
aguellas que no fueron recubiertas se observo su degradacion a partir de los 10
minutos, mientras que aquellas recubiertas manifestaron una agregacion a partir de
las 3 h, de tal forma que después de 5 h solo se observaban agregados sin
ramificaciones. Si bien, mediante esta técnica se observo una tendencia similar a la
apreciada en los geles de electroforesis, parece ser que la deteccion de bandas
mediante geles no se debe tomar como un indicio de que la arquitectura de una

nanoestructura se encuentra completamente integra.

Figura. 7.30. AFM de las nanoestructuras CLS con ramificaciones de 367 pb incubadas con
DNAsa | durante distintos periodos de tiempo. Primero se muestran aquéllas sin recubrimiento
proteico, incubadas durante a) 0 min, b) 5 min, c) 10 min, y d) 1h. Posteriormente se presentan las
recubiertas con Cs-BS°7d, incubadas durante €) 0 min, f)1 h, g) 3 h, h) 5 h, i) 12 h. Barra de escala:
125 nm (area 1.5 x 1.5 pm).




Estos resultados son el primer paso hacia una posible aplicacion biologica de
las construcciones, especialmente para el transporte de moléculas con actividad
bioldgica. Sin embargo, aun es necesario caracterizar su integridad en medios de
cultivo y lisados celulares, ya que estos poseen distintos componentes que aun
podrian alterar su arquitectura, sobre todo por perturbaciones electrostéticas o

concentraciones de nucleasas mas elevadas.

7.12. Planteamiento de futuras construcciones

Con el objetivo de establecer las bases para futuras construcciones se planteé el
uso de las estructuras ramificadas para obtener estructuras mas complejas. En cada
ramificacion podria incorporarse un extremo cohesivo complementario a secuencias
presentes en el DNA circular M13mp18, ampliamente usado en el DNA origami, con
lo que podria obtenerse una estructura tetraédrica (Figura 7.31a). Este disefio es
muy sencillo; sin embargo, la hibridacion dependeria de pocas bases nitrogenadas,

lo que podria resultar en una conformacion muy inestable.

Para verificar la viabilidad de esta estrategia inicialmente se disefié una prueba
de concepto para estudiar la hibridacion de dos oligonucleétidos programados para
hibridar entre ellos a través de 32 nt, y al mismo tiempo interactuar con dos
moléculas del ssDNA circular M13mp18 en regiones de 42 nt (Figura 7.31b).

Estructura ramificada
a) de dsDNA

b) 42c
\ 32
Secuencia \
complementaria 32c 49¢

Figura 7.31. Estrategia para disefiar futuras construcciones. a) Hibridacion entre estructuras

M13mp18

ramificadas y ssDNA M13mp18. b) Interaccion esperada para la prueba de concepto entre los oligos

y las moléculas de M13mp18.




Como se observa en la figura 7.32a, los oligos 42C32 y 42C32C interactian
para formar una banda de tamafio superior. Una vez verificado este
comportamiento, se procedio a evaluar la interaccion de este par de secuencias con
el ssDNA M13mp18, colocando los oligonucleotidos a diferentes excesos molares
5, 10 y 20 veces mayores (Figura 7.32b). Sin embargo, en ningln caso se observé
algun tipo de unidon con M13mp18, la cual estaria indicada por la aparicion de una

banda de tamafo superior a la correspondiente a la de M13mp18 solo.
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Figura 7.32. Evaluacion electroforética de: a) hibridacién entre los oligonucleétidos y b)
hibridacion de los oligos con el ssDNA circular M13mp18. En b) se evaluaron excesos molares
de oligos, respecto a M13mp18, 5, 10 y 20 veces mayores. No se observa una banda superior a la
de M13mp18.

Generalmente, al emplear M13mpl8 para la construccién de estructuras se
usan concentraciones elevadas de sales y iones, ademas de cientos o miles de
oligonucledtidos para hibridar igual nimero de regiones. Es racional considerar que
dos secuencias de oligonucleétidos, que son complementarias por 42 nt, no son
suficientes para formar una estructura estable, debido a la alta repulsion de cargas
negativas de M13mp18 y la fuerza mecanica que una molécula tan grande ejerce
sobre las pequefias cadenas de ssDNA. Lo anterior se justifica en algunos modelos

gue estudian al DNA como un polimero o cuerda (Vologodskii, 2015).

Para complementar este estudio, una preparacion de M13mpl18, con un exceso
molar de oligonucleotidos 20 veces mayor, fue observada en AFM (Figura 7.33). El
DNA M13mpl8 posee una longitud tedrica aproximada de 2465 nm vy

experimentalmente resultd ser de 2401 nm. Mediante este analisis fue posible




observar una conformacion en la que dos moléculas circulares estaban unidas en
una region, teniendo un contorno total de 4276 nm. Lo anterior demuestra que el

concepto si funciona, pero posee una eficiencia muy baja.

Figura 7.33. AFM de a) DNA circular M13mp18, y b) estructura formada por la uniéon de dos
moléculas de M13mpl8. La flecha roja indica la zona de posible hibridacién con los

oligonucledtidos. Barra de escala: 300 nm (area: 1.5 x 1.5 um).

Este resultado tiene importantes implicaciones para el proyecto de
investigacion, pues al parecer las estructuras ramificadas no podrian hibridar con el
ssDNA M13mp18 de la manera planteada. Se espera que futuras investigaciones
encuentren soluciones a esta problematica mediante un redisefio de las secuencias
a hibridar y, sobre todo, de las condiciones de ensamblaje, o bien, mediante
métodos de modificacion quimica para la formacién de enlaces covalentes. También
cabe la posibilidad de que el recubrimiento proteico estabilice las estructuras a pesar

de que su ensamblaje dependa de pocos nucleétidos.




VIIl. CONCLUSIONES

Se demostré el funcionamiento de una nueva estrategia para construir
nanoestructuras ramificadas mediante el autoensamblaje de dsDNA y proteinas de
disefio, y que destaca por la facilidad para programar y controlar la morfologia, el

tamafio y el nUmero de ramificaciones.

Con las dos variantes de ensamblaje evaluadas (la de hibridacion con dsDNA y la
gue aprovecha la afinidad con estreptavidina) se obtuvo evidencia experimental que
permite sugerir que el proceso de formacion de estas nanoestructuras se encuentra
influenciado por la alta densidad de moléculas en su region central, donde
fendbmenos como el impedimento estérico y la repulsion de cargas podrian causar

su desestabilizacion.

Los resultados también evidenciaron que la proteina Cs—BSs°’d es la mejor
candidata para rigidizar y conservar una arquitectura uniforme de las ramificaciones,

sobre todo en las nanoestructuras formadas mediante hibridacion.

Finalmente, se demostrd que Cg-BSS°7d es capaz de estabilizar y proteger a las
nanoestructuras ramificadas contra el ataque de nucleasas a 37 °C. Estos
resultados sugieren que estas construcciones podrian ser utilizadas para el
transporte de moléculas con actividad biolégica, como péptidos, antigenos,
aptameros o farmacos intercalantes, buscando aprovechar la multivalencia

inherente a la arquitectura ramificada.




IX. PERSPECTIVAS

e Serd de utilidad realizar modificaciones covalentes en las
nanoestructuras obtenidas, para asi eliminar la reversibilidad del proceso de
autoensamblaje. De esta manera también se facilitaria la estandarizacion de

los procesos de purificacion.

e En el area de la nanotecnologia estructural, los constructos
ramificados seran utiles como unidades de construccion de conformaciones
con arquitecturas mas variadas y avanzadas, que podrian ir desde mallas,
mediante la repeticion del patrén ramificado, hasta conformaciones

tridimensionales tetraédricas.

e Es necesario realizar estudios mas detallados de la interaccion entre
la proteina Cg-BSs°7dy el dsDNA. Sobre todo para conocer si la uniformidad
de las ramificaciones es debida al bloque Cs o al bloque BSs°7d, Para esto se
podria modificar alguno de los bloques para realizar estudios comparativos
mediante microscopia de fuerza atdmica. Por otra parte, el dicroismo circular
permitiria identificar algunos cambios conformacionales en la proteina o en
el DNA.

e Para evaluar la posibilidad de futuras aplicaciones bioldgicas sera
necesario estudiar la estabilidad de las nanoestructuras en medios de cultivo

y lisados celulares.

e De manera directa se puede evaluar el uso de las estructuras
ramificadas para el transporte de farmacos intercalantes en dsDNA, como la
doxorrubicina, o bien funcionalizar los extremos con moléculas de conocida

actividad bioldgica.

e Las nanoestructuras también conservaron la topologia ramificada a 50
°C, lo cual podria resultar de utilidad en la construccion de nanocircuitos,

pues suelen estar expuestos a procesos de calentamiento. Lo anterior se




podria lograr recubriendo las nanoestructuras con nanoparticulas metalicas

u otro material conductor.

e Sera interesante averiguar si la arquitectura rigidizada de las
ramificaciones es capaz de incrementar la multivalencia de moléculas con
actividad biologica. Hasta el momento se han hecho estudios con
ramificaciones flexibles que podrian entrelazarse y generar interacciones no
deseadas. Con una arquitectura mas organizada en la que cada extremo de
las extensiones es independiente y se encuentra a una distancia controlada,
se abre la posibilidad de entender con mayor detalle el mecanismo de accion

de las moléculas multivalentes.
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ANEXO A

Secuencias de las proteinas empleadas

Ca-BNTZ
GPP(GEPGNPGSPGNQGQPGNKGSPGNPGQPGNEGQPGQPGQNGQPGEP
GSNGPQGSQGNPGKNGQPGSPGSQGSPGNQGSPGQPGNPGQPGEQGKPG
NQGPA)4GGKKKKKKKKKKKKG

C4-S10-BK12
GCGLGAGAP(GEPGNPGSPGNQGQPGNKGSPGNPGQPGNEGQPGQPGQN
GQPGEPGSNGPQGSQGNPGKNGQPGSPGSQGSPGNQGSPGQPGNPGQPG
EQGKPGNQGPA)sGAGAGAGAGQGAGAGAGQGAGAGAGQGAGAGAGQGAG
AGAGQGAGAGAGQGAGAGAGQGAGAGAGQGAGAGAGQGAGAGAGQGAK
KKKKKKKKKKKGA

CB_BSSO7d
GPP(GEPGNPGSPGNQGQPGNKGSPGNPGQPGNEGQPGQPGQNGQPGEP
GSNGPQGSQGNPGKNGQPGSPGSQGSPGNQGSPGQPGNPGQPGEQGKPG
NQGPA)sGGATVKFKYKGEEKEVDISKIKKVWRVGKMISFTYDEGGGKTGRGAV
SEKDAPKELLQMLEKQKK




ANEXO B

Secuencia del plasmido REDOX_switch_pMK-T

5CTAAATTGTAAGCGTTAATATTTTGTTAAAATTCGCGTTAAATTTTTGTTAAATCAGCTCATT
TTTTAACCAATAGGCCGAAATCGGCAAAATCCCTTATAAATCAAAAGAATAGACCGAGATAG
GGTTGAGTGGCCGCTACAGGGCGCTCCCATTCGCCATTCAGGCTGCGCAACTGTTGGGAA
GGGCGTTTCGGTGCGGGCCTCTTCGCTATTACGCCAGCTGGCGAAAGGGGGATGTGCTGC
AAGGCGATTAAGTTGGGTAACGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGACGTTGTAAAACGACGGCC
AGTGAGCGCGACGTAATACGACTCACTATAGGGCGAATTGAAGGAAGGCCGTCAAGGCCAC
GTGTCTTGTCCAGAGCTCGGATCCGGTTGGTAGCCTGCAAGAACTGGCAGTTCAGAAAGGT
TGGCGTCTGCCGGAATATACCGTTGCACAAGAAAGCGGTCCGCCTCATAAACGTGAATTTA
CCATTACCTGTCGTGTTGAAGGTGGTAGCGGTGGTGGTTGTGGTGGTGAAATTCGTGCACT
GAAATATGAAATTGCACGTCTGAAACAGGCAGCACAGGCAAAAATCCGTGCCCTGGAACAG
AAAATTGCAGCACTGGAAGGTGGCTGTGGCGGTGGTTCAGGTGGCACCTTTGTTGAAACCG
GTAGCGGCACCAGCAAACAGGTTGCAAAACGTGTTGCAGCAGAAAAACTGCTGACCAAATT
CAAAACCTAAGAATTCGGTACCTGGAGCACAAGACTGGCCTCATGGGCCTTCCTTTCACTGC
CCGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGTGCCAGCTGCATTAACATGGTCATAGCTGTTTCCTT
GCGTATTGGGCGCTCTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGGTAA
AGCCTGGGGTGCCTAATGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGC
GTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCA
AGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCT
CCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCC
TTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCATAGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTC
GTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTAT
CCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGC
CACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGG
TGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGAACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGT
TACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGT
GGTTTTTTTGTTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTT
GATCTTTTCTACGGGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCA
TGAGATTATCAAAAAGGATCTTCACCTAGATCCTTTTAAATTAAAAATGAAGTTTTAAATCAAT
CTAAAGTATATATGAGTAAACTTGGTCTGACAGTTATTAGAAAAATTCATCCAGCAGACGATA
AAACGCAATACGCTGGCTATCCGGTGCCGCAATGCCATACAGCACCAGAAAACGATCCGCC
CATTCGCCGCCCAGTTCTTCCGCAATATCACGGGTGGCCAGCGCAATATCCTGATAACGAT
CCGCCACGCCCAGACGGCCGCAATCAATAAAGCCGCTAAAACGGCCATTTTCCACCATAAT
GTTCGGCAGGCACGCATCACCATGGGTCACCACCAGATCTTCGCCATCCGGCATGCTCGCT
TTCAGACGCGCAAACAGCTCTGCCGGTGCCAGGCCCTGATGTTCTTCATCCAGATCATCCT
GATCCACCAGGCCCGCTTCCATACGGGTACGCGCACGTTCAATACGATGTTTCGCCTGATG
ATCAAACGGACAGGTCGCCGGGTCCAGGGTATGCAGACGACGCATGGCATCCGCCATAAT
GCTCACTTTTTCTGCCGGCGCCAGATGGCTAGACAGCAGATCCTGACCCGGCACTTCGCCC
AGCAGCAGCCAATCACGGCCCGCTTCGGTCACCACATCCAGCACCGCCGCACACGGAACA
CCGGTGGTGGCCAGCCAGCTCAGACGCGCCGCTTCATCCTGCAGCTCGTTCAGCGCACCG
CTCAGATCGGTTTTCACAAACAGCACCGGACGACCCTGCGCGCTCAGACGAAACACCGCCCG
CATCAGAGCAGCCAATGGTCTGCTGCGCCCAATCATAGCCAAACAGACGTTCCACCCACGC
TGCCGGGCTACCCGCATGCAGGCCATCCTGTTCAATCATACTCTTCCTTTTTCAATATTATTG
AAGCATTTATCAGGGTTATTGTCTCATGAGCGGATACATATTTGAATGTATTTAGAAAAATAA
ACAAATAGGGGTTCCGCGCACATTTCCCCGAAAAGTGCCAC-3




ANEXO C

AFM de area 5 x 5 um para nanoestructuras sin proteina

Figura C. AFM de nanoestructuras obtenidas por hibridacién con CLS y dsDNA de a) 211 pb, b) 367
pb, c) 539 pb y d) 722 pb; y mediante interaccion entre estreptavidina y DNA biotinilado de e) 201
pb, f) 368 pb, g) 555 pb y h) 732 pb. Barra de escala: 500 nm




ANEXO D

AFM de area 5 x 5 um para nanoestructuras recubiertas con proteinas

i il
Figura D1. AFM de nanoestructuras recubiertas con
Nanoestructuras CLS 722 pb c) Nanoestructuras estreptavidina-DNA biotinilado 368 pb y d)
Nanoestructuras estreptavidina-DNA biotinilado 732 pb. Barra de escala: 500 nm

Figura D2. AFM de nanoestructuras recubiertas con 4-S-BK2. ) Noesructuas CLS 367 pb, b)
Nanoestructuras CLS 722 pb c) Nanoestructuras estreptavidina-DNA biotinilado 368 pb y d)
Nanoestructuras estreptavidina-DNA biotinilado 732 pb. Barra de escala: 500 nm

4

truturas obten
hibridacion con CLS y dsDNA de a) 211 pb, b) 367 pb, c) 539 pb y d) 722 pb; y mediante interaccion
entre estreptavidina y DNA biotinilado de e) 201 pb, f) 368 pb, g) 555 pb y h) 732 pb. Barra de escala:
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ANEXO E

Distribuciones en numero de nanoestructuras.
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Figura E. Distrbuciones en numero para a) Nanoestructuras CLS con ramificaciones de 367 pb, b)
Nanoestructuras CLS con ramificaciones de 722 pb, ¢) Nanoestructuras de estreptavidina y DNA
biotilinado de 368 pb, d) Nanoestructuras de estreptavidina y DNA biotinilado de 732 pb.




ANEXO F

Distribuciones en niumero de las nanoestructuras incubadas a 37 y 50 °C
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Figura F. Distribuciones en nimero de las nanoestructuras CLS con dsDNA de 367 pb incubadas

durante distintos periodos de tiempo. a) sin recubrir, a 37 °C, b) recubiertas con Cg-BS°7d, a 37 °C,
¢) sin recubrir, a 50 °C, y d) con Cg-BSs°7d g 50 °C.




ANEXO G

Secuencias de oligonucleétidos complementarios a M13mp18.

42¢32 (5°->3")

GCTGCTGTCACGTGCTCAGCATGTATGACTCGCATTAATGAATCGGCCAA
CGCGCGGGGAGAGGCGGTTTGCGT

42¢32¢ (5°->3")

CGAGTCATACATGCTGAGCACGTGACAGCAGCCATTAATGAATCGGCCAA
CGCGCGGGGAGAGGCGGTTTGCGT

En rosa y verde se indican las secuencias de los oligos que son complementarias
entre si, mientras que el color rojo permite identificar la secuencia complementaria
a M13mp18.
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Protein-coated dsDNA nanostars with high
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DNA nanotechnology creates precise shape-specific nanostructures through the self-assembly of short
ssDNA oligonucleotides. One such shape, which has relevant biomedical applications due to its multi-
valency, is the star. However, building star-like nanostructures with a large size (>100 nm) using ssDNA is
complex and challenging. This study presents a novel strategy to prepare stiff and large dsDNA nanostars
by assembling duplex DNA fragments into star-shapes that are subsequently coated with a virus-inspired
protein. The protein binds dsDNA and overcomes the high structural flexibility of naked dsDNA. The nano-
star-like dsDNA templates with up to six arms were prepared by self-assembly of PCR-produced dsDNA
fragments (211 to 722 bp) with a central DNA junction. Through gel electrophoresis and Atomic Force
Microscopy it is demonstrated that single dsDNA nanostars are self-assembled and coated with the
protein, and this has a large stiffening effect on the nanostar. Furthermore, the coating significantly
enhances stability at high temperatures and protects nanostars against nuclease degradation for at least
10 hours. This study shows that DNA-binding proteins can be harnessed as structural °rigidifiers” of
flexible branched dsDNA templates. This strategy opens a way to prepare structurally defined hybrid
protein-dsDNA nanostructures that could be exploited as building blocks for novel DNA nanomaterials.
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An alternative strategy to build large branched DNA nano-
structures is through the use of long double strand DNA frag-

Introduction

Shape-specific nanostructures are one of the most promising
platforms for the development of next-generation nano-
materials with advanced functionalities.' ™ Star-shaped nano-
structures with sizes up to a few tens of nanometers such as
n-point-star DNA junctions,'”*> DNA dendrimers,*'* and
n-arm junctions'*'® have been developed through bottom-up
molecular assembly. They have important biomedical appli-
cations as delivery systems and as scaffolds for displaying
immunostimulatory and antibacterial chemical moieties."*"*
These branched DNA nanostructures are traditionally built via
the self-assembly of many short single-strand DNA oligonu-
cleotides (ssDNA), which are readily accessible through solid
phase synthesis; however, building branched nanostructures
of larger sizes (>100 nm) using only short oligonucleotides is
more challenging'® and involves complex assembly pathways
and protocols.'”'#
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ments (dsDNA) instead of ssDNA. The advantages of dsDNA
include: (1) straightforward and economical synthesis in large
amounts using standard PCR techniques; (2) its availability
from a large number of biological sources; (3) the potential to
tune its physical, chemical and biochemical properties on
demand through a large arsenal of available DNA-binding
proteins;'®** and (4) the possibility of replicating it in cells, or
cell-free extracts, which could, in turn, enable DNA nano-
structure synthesis inside living organisms.* However, the use
of dsDNA as a building block for self-assembled branched
DNA nanostructures has not been sufficiently explored. To
date, there are just a few reports of using dsDNA on a pre-
viously formed DNA origami, or that involve a thermal dena-
turation step to obtain ssDNA strands.*’**** A previously
reported method of producing dsDNA nanostars uses streptavi-
din tetramer and biotinylated dsDNA, although effective and
complementary, however, it is limited only to 4-arm nano-
stars.”® In this study we developed an original method based
on dsDNA and oligonucleotides to produce nanostars with a
higher number of arms.

The key restriction to dsDNA being used to build complex
nanostructures is its lack of high structural rigidity because of
its low persistence length (~50 nm) at near physiological con-

This jounal is © The Royal Society of Chemistry 2019
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ditions.*® Also, because stable natural branched dsDNA frag-
ments do not exist (they are naturally transient and
unstable).”” It has been shown that proteins that bind to linear
dsDNA can have a stiffening effect.”>>***** Recently, it has
been demonstrated that single linear dsDNA molecules can be
coated with virus-inspired DNA-binding proteins, thereby
increasing the persistence length of the complexes by several
folds.>»**>** This result suggests that coating dsDNA with
DNA-binding proteins could provide a way to reduce the
inherent structural flexibility of dsDNA fragments. The combi-
nation of dsDNA fragments and DNA-binding proteins that
increase nanoscale rigidity could compensate for the inherent
high flexibility of dsDNA, and concomitantly protect it against
enzymatic attack and elevated temperatures.'”?**272% A new
class of building blocks could result from the combination of
long dsDNA fragments and DNA-binding proteins, where the
dsDNA affords programmability and the DNA-binding proteins
function as nanoscale structural “rigidifiers”. Furthermore,
hybrid protein-dsDNA complexes might provide a simpler
alternative strategy than the design and synthesis of ssDNA oli-
gonucleotides that cross over multiple DNA double helices in
parallel to form stiff multihelical bundles or sheets'®*' or
using a rigid nanoparticle as a scaffold for the immobilization
and organization of DNA strands."?

Based on extensive electrophoretic analysis and atomic
force microscopy (AFM) characterization, here we show a self-
assembly strategy to produce flexible branched dsDNA nano-
structures (which we term “dsDNA nanostars”) programmed to
bear different branch lengths. Then, we probed their coating
with three different virus-inspired protein polymers**>* in
order to achieve hybrid DNA-protein nanostars with stiffened
and more structurally defined branches. Finally, for possible
future applications in biological environments, we investigated
if branched shape-specific dsDNA nanostars, both bare and
protein-coated, could provide enhanced thermal stability in
physiologically relevant temperatures and stability against
enzymatic attack. Given that research in structural DNA nano-
technology has progressed to building crossover DNA tiles
with greater rigidity from relatively flexible branched junction
structures and topological structures, protein-dsDNA hybrid
nanostructures might be a novel strategy to develop larger
nanostructures. The development of strategies to create new
types of building blocks and nanostructures, like the stiff
hybrid protein-dsDNA nanostars here reported, is crucial to
expand the toolkit in bionanotechnology, and opens new
ways to create novel DNA-based materials with complex
functionalities.

Results and discussion

Design and preparation of components for protein-dsDNA
nanostars

Our method is based on the use of dsDNA fragments (called
arms) bearing sticky-end overhangs that self-assemble with a
central three-arm junction, called “CLS”, that carries up to six

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2019
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Fig. 1 Self-assembly of hybrid protein—dsDNA nanostars. (A) CLS DNA
junction with 6 sticky ends. (B) DNA-binding protein Cg-BS°79. (C)
Preparation of DNA nanostars through self-assembly of dsDNA frag-
ments bearing sticky overhangs complementary and the CLS DNA junc-
tion. (D) dsDNA nanostars are coated with protein to increase its
stiffness and stability against high temperature and degradation by
nucleases. (E) AFM images of a naked (left) and protein-coated (right)
dsDNA nanostar. Scale bar is 125 nm.

complementary sticky ends (Fig. 1A and Fig. S1f). 6-Arms
nanostars were chosen as a proof of concept that we are able
to prepare dsDNA nanostars with higher number of arms than
previous reports.*® Also, 6-arm may be enough to achieve stiff-
ening of protein-DNA nanostructures. The nanostars produced
through this method are called “CLS nanostars”. The CLS
junction is made up of three oligonucleotides—Central (C, 78
nt), Large (L, 48 nt) and Small (S, 27 nt)—and is prepared by
thermal annealing (Fig. S1f).'™'*** The C oligonucleotide
sequence was programmed to self-assemble with three copies
of both oligonucleotides L and S. The latter oligonucleotides
carry the sticky-ends which enable the self-assembly with a
maximum of six dsDNA fragments. The final structure has 114
bp plus 60 nucleotides of the sticky ends and it runs in the gel
as a ~200 bp structure.

Conventional PCR using chemically modified primers was
used for the production of dsDNA fragments of length 211,
367, 539 and 722 bp. Each fragment also contained a 10
nucleotides sticky-end overhang. The primers have a polyethyl-
ene glycol (PEG;) spacer “S” between the desired sticky-end
overhang “Oh” and the primer “P” sequences (5 Oh-S-P 3')
(Fig. S2at). The function of the spacer is to arrest the template
extension by the polymerase in every cycle (Fig. S2b¥), leaving
the overhang sequence single-strand. This method produces
linear dsDNA fragments with a yield of 100% bearing overhangs
of any desired length, and capable of interacting with a comp-
lementary sequence (Fig. S2¢ and S37). The previously reported
method to produce dsDNA nanostars involves the self-assembly
of biotinylated dsDNA fragments with a streptavidin tetramer to
obtain “Stv-Bt nanostars” with up to four arms (Fig. S41).*

Three different virus-coat-like proteins that bind to single
dsDNA molecules were evaluated to determine if they could
provide structural rigidity to the branched dsDNA nano-
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structures and enhance their thermal and biochemical stabi-
lity (Fig. 1B-E). The first protein, termed “Cg-B*°7*”, is com-
posed of a long colloidal stability block “Cg” fused to a non-
sequence specificity dsDNA binding domain “B*°7*” derived
from the archaea Sulfolobus solfataricus (Fig. 1B).”® The other
two proteins are the virus-coat-like proteins “C,-B'*” and C,-
S1-B¥"*”, where “C” is a colloidal stability block, “B*"*” an
unspecific electrostatic-based DNA binding domain and “S,,”
a silk-based self-assembly block.>”** The proteins, which were
previously reported to bind and coat single linear dsSDNA mole-
cules, have never been evaluated for coating branched dsDNA
structures.

Self-assembly of star-shaped dsDNA nanostructures

The self-assembly of complexes between dsDNA fragments car-
rying a 10 nt sticky end and the CLS junction (Fig. 2) or strep-
tavidin (Fig. S5f) was assessed by agarose gel electrophoresis.
We used dsDNA fragments with four lengths: 211, 367, 539
and 722 bp. The gel shows that each dsDNA fragment formed
five distinct bands when mixed with the CLS junction with the
lowest and highest bands being the most intense. The for-
mation of five bands was also observed when dsDNA frag-
ments with longer sticky ends (15 and 20 nt) were used
(Fig. S6f). For example, in the case of the dsDNA fragment
with a length of 367 bp, the observed bands had apparent
sizes of ~400, ~800, ~1400, ~1700 and ~2300 bp, which are
higher than the expected sizes for their linear counterparts:
734 (2x), 1101 (3x), 1468 (4x), 1835 (5x), and 2202 (6x).
Considering that dsDNA with a branched topology runs more
slowly (higher molecular weight) and binding to the CLS junc-
tion would add a mass of 174 bp (CLS junction itself runs in
gel as a ~200 bp structure, see Fig. S1f), therefore, the
observed bands could correspond to the dsDNA nanostars."*
On the other hand, the lower band for all lanes seem to corres-

Fig. 2 Self-assembly of branched dsDNA nanostars. Electrophoretic
mobility shift assay showing the results of the complexes formed after
incubation of CLS DNA junction with linear dsDNA fragments bearing
discrete overhangs in a 1:6 molar excess. dsDNA 211 bp alone (1) and
with CLS junction (2), dsDNA 367 bp alone (3) and with CLS junction (4),
dsDNA 539 bp alone (5) and with CLS junction (6), and dsDNA 722 bp
alone (7) and with CLS junction (8). MM: Molecular markers.
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pond to a dsDNA arm alone because it matches the size of the
arm without binding to the CLS junction, otherwise they
would have a noticeable increase in size. A similar pattern was
observed when we evaluated the formation of complexes
between the streptavidin tetramer and four different biotinyl-
ated dsDNA arms (Fig. S57).

Following purification of single bands from the gel and
their re-analysis by electrophoresis, several bands of lower size
than the original always appeared, independently of the
method to form the complexes (Fig. S7 and S8t). This suggests
that the complexes are disassembling while passing through
the gel, possibly due by increased frictional forces. The disas-
sembly effect, combined with low yield of formation of the
6-arm CLS dsDNA nanostar (as seen later by AFM), could
explain why we observe a very intense bottom band and do not
observe 6 bands in the agarose gel (Fig. 2 and Fig. S67).
Overall, the results suggest the formation of complexes
between the CLS junction and the 5’ Oh,,-S-dsDNA fragments
of a wide range of lengths.

Atomic force microscopy characterization of naked dsDNA
nanostars

We used AFM to verify the shape and physical dimensions of
the resultant branched dsDNA complexes. We prepared CLS
dsDNA complexes using dsDNA fragments with lengths of 367
and 722 bp (Fig. 3 and Fig. S9f). The AFM images show that
all samples formed nanostructures with an undulating
branched shape but still lacking a well-defined and regular
star shape. CLS dsDNA nanostars with a maximum of 6 arms
were observed when both dsDNA fragments of 367 and 722 bp
were used (Fig. S16f). The average length of the arms was
123 + 4.9 (SEM) nm when using dsDNA of length 367 bp and
239 + 5.5 (SEM) nm for dsDNA of 722 bp. The values closely
matched the theoretical lengths of ~125 and ~245 nm
for dsDNA fragments of 367 bp, and 722 bp, respectively

Fig. 3 AFM images of naked CLS dsDNA nanostars with branch length
of 367 bp (A) and 722 bp (B). Left images are 1.5 X 1.5 um ('5b and 6b’
indicates the number of branches). Scale bars in zoom-in images are
125 nm (A) and 250 nm (B).

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2019
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(calculated using the canonical length of 0.34 nm bp™" for
dsDNA). Their undulating shape could be because the arms
have a longer contour length than the persistence length of
dsDNA (~50 nm). Streptavidin-biotin method allowed to
prepare dsDNA nanostars with a maximum of 4 arms
(Fig. S10). The average height of the dsDNA branches is
~0.5 nm (Fig. S117), matching the previously reported AFM
values for dsDNA prepared in the same way.>”*® These results
confirm that our methodology yielded self-assembled com-
plexes with the expected branched shape with very flexible
arms.

Binding of dsDNA nanostars with proteins

Next, using Electrophoretic Mobility Shift Assays (EMSA), we
evaluated how increasing concentrations of the virus-coat-like
proteins Cg-B>°7 C,-B¥'> and C,-S;,-B'?, bind to dsDNA
nanostars. Here we used nanostars bearing dsDNA arms with
lengths of 367 and 722 bp (Fig. 4 and Table S37). Stv-Bt nano-
stars are shown in Fig. S12.7 We studied the reduction of the
mobility of the dsDNA nanostars due to the neutralization of
their negative charge by the addition of protein (expressed as a
molar ratio of protein to DNA bp -ptn/bp- for protein Cg-
B¥*°Y or of positive charges from amino groups in the
binding block “N” to negative charges from DNA phosphates
“P” -N/P- for proteins C,-B¥'? and Cy-S,-B*'?).

The negative charge of the CLS nanostars with arms of 367
and 732 bp was neutralized by the addition of Cg-B*°’® at ptn/
bp = 0.25 and 0.5, respectively (Fig. 4A and B). When C,-B¥"?
was added, neutralization was achieved at N/P = 2 (0.33 ptn/
bp) for 367 bp and >2 (>0.33 ptn/bp) for 732 bp (Fig. 4C and
D), and for C,-S,o-B*'* at N/P = 4 (0.67 ptn/bp) for 367 bp and
~8 (1.33 ptn/bp) for 732 bp (Fig. 4E and F). C¢-B*° ptn/bp

Fig. 4 Binding CLS dsDNA nanostars with virus-coat-like proteins.
Electrophoretic mobility shift assays showing complexes formed
between CLS DNA junction and dsDNA fragments of 367 bp (left
column) and 722 bp (right column) being bound by protein Cg-B>°7¢
(A and B), C4-B"*? (C and D) and Cs-S10-B**? (E and F). N/P: ratio
between total positive charge from protein and total negative charge
from DNA nanostar.
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ratio of 0.25 was previously reported to achieve charge neutral-
ization for linear dsDNA fragments,”® which means that only
DNA nanostars with short arms were neutralized at the
expected protein-to-DNA ratio, whereas the nanostars with
long arms needed higher protein-to-DNA ratio. A similar situ-
ation happened for proteins C,-B'* and C,S;o-B*'”. Charge
neutralization for linear dsDNA fragments using C,-B*'* and
C4-S10-B¥'* was previously achieved at N/P of ~1,””** indicating
that these proteins needed higher protein-to-DNA ratio for
branched structures, especially the ones with larger arm size.
Neutralization of dsDNA nanostars with longer arms required
higher protein-to-DNA ratios than smaller arms, possibly
related to a higher steric hindrance caused by the longer arms.
In summary, our results show that the dsDNA nanostars are
being bound by all the virus-inspired proteins, with the
protein Cg-B%°™® requiring a lower protein-to-DNA bp ratio to
obtain similar charge neutralization of dsDNA nanostars than
C,B"? and C;-S,,-B"* (Table S31).

Atomic force microscopy characterization of dsDNA nanostars
coated with proteins

The results of coating the dsDNA nanostars with the proteins
are shown in Fig. 5 and Fig. $13-515.1 CLS dsDNA nanostars
coated with C¢-B¥°™® show a distinctive star-like shape (Fig. 5A
and B) in comparison to naked structures lacking protein
(Fig. 3A and B). Most of the Cg-B**°"® coated structures with
arms of 367 bp have mostly 6 arms which look stiff, leading to
a structurally regular and symmetric star-like shape (Fig. 5A,
Fig. S13a and S14a-bf). The arms look more flexible when
longer arms of 722 bp are used (Fig. 5B). For Stv-Bt nanostars
coated with protein Ce-B**7¢, branched structures with up to
four arms were observed (Fig. 5C and D). However, they look
less defined than structures obtained through our method
(CLS dsDNA nanostars). When using protein C,-B“'?, the CLS
dsDNA nanostars (Fig. S15a and bf) have a less defined shape.
Although the arms and star-shape are still recognizable in the
periphery of the structure, they are less defined in the center.
On the other hand, most of Stv-Bt dsDNA nanostars do not

Fig. 5 dsDNA nanostars coated with virus-coat-like protein Cq-B%°79,

AFM images of CLS dsDNA nanostars (top row) with branch length of
367 bp (A) and 722 bp (B), and Stv-Bt dsDNA nanostars (bottom row)
with branch length of 368 bp (C) and 732 bp (D). Ptn/bp = 0.5. Images
are 15 x 15 pm (except zoom-ins). The scale bars of zoom-in images
are 125 nm (A & C) and 250 nm (B & D).

Nanoscale, 2019, 11, 18604-18611 | 18607

100



Paper

have star-shaped structures (Fig. S15¢ and df). Using the C4-S¢-
B“'? protein led to complete loss of the star-like shape of the
structures obtained by both strategies. Only thick and stiff rod-
like particles are mainly observed (Fig. S15e-hf). Mass distri-
butions of dsDNA nanostars by number of branches show that
most abundant CLS dsDNA nanostars have 6 and 5 arms for
367 and 722 bp, respectively, when coated with Cg-B™*7
(Fig. $161). In summary, C¢B*°’® is the most promising
protein for coating single dsDNA nanostars without affecting
their branched shape. The other proteins disrupted the star-
shape, so they were set aside for the following experiments.

Next, we compared the stiffening effect in CLS nanostars
with different arm lengths by coating them with the Cg-B***"
protein (Fig. 6). By comparing the AFM structures for naked
and protein coated nanostars, we observed that protein coated
nanostars bearing arms with lengths of 367 and 539 bp were
properly displaying all their arms and were structurally
stiffened and, thus, better defined than nanostars bearing
longer (722 bp) or shorter (211 bp) arms. Protein coated nano-
stars with the same arm length but lesser number of arms
looked less defined (Fig. 5C and D). This indicates that dsDNA
nanostar templates with a higher number of arms of inter-
mediate length (367-539 bp) are the most suitable for obtain-
ing stiff and structurally defined nanostructures by coating
them with the protein Cg-B%°7¢,

Thermal stability of DNA nanostars

We next used AFM to test the structural integrity of the naked
and protein-coated dsDNA nanostars after incubation at 37 °C
and 50 °C. After incubation at 37 °C for 3.5 h, fully formed
naked CLS and Stv-Bt dsDNA nanostars were observed (Fig. 7A
and B). Nanostars coated with the C5-B***’* protein seem to pre-
serve their star-like shape up to 9 h (Fig. 7C and D) but have a
reduced number of branches (Fig. S17f), probably driven by
protein aggregation and/or denaturation. When naked CLS
dsDNA nanostars were heated at 50 °C, after 30 min none struc-
tures were observed and started to form large micron-size aggre-
gates. On the other hand, branched protein coated CLS dsDNA
nanostars were observed up to 3 h (Fig. 7E and F), although
with a reduced number of branches (Fig. S18f). Thermal

Fig. 6 Protein Cg-B%°’®-coated dsDNA nanostars with programmable
arm length. Naked (top row) and protein coated (bottom row) CLS
dsDNA nanostars of 211 (A), 367 (B), 539 (C) and 722 bp (D). Scale bars
are 150 nm.
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Fig. 7 Thermal stability of dsDNA nanostars. AFM images of (A) naked
CLS dsDNA nanostars with arms of 367 bp and (B) naked Stv-Bt dsDNA
nanostars with arms of 368 bp incubated at 37 °C for 3.5 h. Protein Cg-
B%°’ coated CLS dsDNA nanostars incubated at 37 °C for 1 h (C) and
9 h (D) and at 50 °C for 1 h (E) and 3 h (F). Images are 1.5 x 1.5 ym.

melting curves of naked dsDNA arms and CLS dsDNA nanostars
were 89.5 °C and shifted to 92.5 °C and 91.5 °C for protein
coated-dsDNA arms and CLS dsDNA nanostars, respectively
(Fig. S19%). All this suggests that protein coating seems to
increase the thermal stability of the dsSDNA nanostars.

Enzymatic stability of protein-dsDNA nanostars

Finally, we used electrophoresis in agarose gel to examine the
stability of naked and Cg-B**°”“-coated CLS and Stv-Bt dsDNA
nanostars in the presence of the enzyme DNAse I (Fig. 8). First,
we studied if branched dsDNA possessed improved stability
over a non-branched dsDNA. The agarose gel shows that the
bands corresponding to naked non-branched dsDNA comple-
tely disappeared after 1 min of being incubated with the
nuclease (Fig. 8A and Fig. S20af), whereas the band for naked
dsDNA nanostars disappeared after 5 minutes (Fig. 8B and

Time (min) o

Fig. 8 Enzymatic stability of protein coated-dsDNA nanostars. Naked
lineal dsDNA (A) and CLS dsDNA nanostars (B), protein Cg-B*’® coated
CLS dsDNA (C) and Stv-DNA nanostars (D & E) (Ptn/bp = 0.5). Black
arrows and red asterisks indicate the sample band and the time when
the band was fully digested, respectively.
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Fig. S20bf). Enzymatic stability was further enhanced by
coating the dsDNA nanostars with Cg-B*” protein (Fig. 8C
and D). We saw no reduction in intensity of the band corres-
ponding to the coated CLS and Stv-Bt dsDNA nanostars over
the course of a 60 min incubation. Similar behaviour was
observed for the band of protein-coated non-branched dsDNA
fragments, which remained basically intact the entire time
(Fig. S20c and df). We had to incubate the protein coated
dsDNA nanostars up to 24 h to detect the full disappearance of
their corresponding band (Fig. 8E). This means that coating
dsDNA nanostars with protein increased the time necessary to
be digested completely approximately more than 600x times in
comparison to naked and lineal dsDNA, and 120x times in
comparison to naked branched nanostars.

Conclusion

Our study demonstrates that it is possible to obtain hybrid
protein-dsDNA nanostars with programmable arm lengths by
coating pre-formed star-shaped dsDNA nanostructures with a
virus-inspired protein. The high structural flexibility of the
star-shaped dsDNA nanostructures was significantly reduced
by coating them with a DNA-binding protein such as Cg-B**°7
while not affecting their branched shape. The protein-induced
stiffening effect was significantly higher for dsDNA nanostars
with a high number of arms of length among 367 and 539 bp,
corresponding to 125 and 183 nm, respectively. This
shows that DNA-binding proteins can function as structural
“rigidifiers” and reduce the inherent high flexibility of dsDNA
nanostars. The hybrid protein-dsDNA nanostars have outstand-
ing enhanced stability against enzymatic attack compared to
non-coated and non-branched dsDNA. Also, dsDNA nanostars
are stable for several hours at physiological temperature, and
when coated with protein, their stability is increased at even
higher temperatures. Our study shows that new types of hybrid
protein-dsDNA building blocks can be prepared through the
combination of long dsDNA fragments and DNA-binding pro-
teins, where the dsDNA provides programmability and the pro-
teins can tune the mechanical properties, stability and suscepti-
bility to degradation. This study opens new perspectives for
creating hybrid protein-dsDNA nanostars with programmable
features. The use of hybrid protein-dsDNA nanostars as mole-
cular scaffolds for creating higher order structures and for dis-
playing of multivalent bioactive ligands is now possible.

Experimental
Materials

All DNA oligonucleotides and modified primers were pur-
chased from Integrated DNA Technologies. MgCl,, TEMED,
Na,S,0;, DNAse 1 amplification grade, streptavidin from
Streptomyces avidinii, and DTT were acquired from Sigma
Aldrich. The 2x Phire Green Hot Start II PCR Master Mix,
GeneJET Gel Extraction Kit, Top Vision Agarose, TAE 50x

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2019
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buffer, TBE 10x buffer, 10 000X Sybr Safe DNA Gel Stain, 100
bp DNA Ladder, GeneRuler 1 Kb DNA Ladder were acquired
from Thermo Fisher Scientific. Acrylamide, bis-acrylamide and
Tris were purchased from Bio-Rad. PELCO® Mica Discs were
purchased from Ted Pella, Inc. Multiplate 96-well PCR plates
(unskirted white) and plate sealing film and EvaGreen® Dye
were purchased from Bio-Rad and GoldBio, respectively.
Proteins Cg-B>%7¢, C,-BX'? and C,-S, 4B were biosynthesized
by recombinant strains of Pichia pastoris and purified by frac-
tional precipitation.”*>*

Preparation of dsDNA fragments with discrete overhangs and
biotinylated dsDNA

The PCR reactions were done in a T-100 BioRad thermocycler.
50 pL of reaction mixture were prepared containing Phire
Green Hot Start II PCR Master Mix (1x), forward primer
(1 mM), reverse primer (1 mM) and a template (2675 bp
plasmid, 30 ng). PCR was performed on a 2-step protocol con-
sisting of an initial denaturation at 98 °C/30 s, 35 cycles of
98 °C/5 s and 72 °C/10 s followed by a final extension at 72° C/
1 min. The expected band production was verified by electro-
phoresis in agarose gel. DNA bands were purified from gel fol-
lowing the protocol of the commercial kit.

Preparation of CLS junction

The motif was prepared with basis in a previous report.*”® The
three required DNA oligos “C” (200 nM), “L” (600 nM) and “S”
(600 nM) were mixed in TAE-Mg”>' 1x buffer (40 mM Tris,
20 mM acetic acid, 1 mM EDTA, 12.5 mM MgCl,). The motif
was formed by heating and cooling down the mixture in ther-
mocycler as follows: 95 °C/1 min, 90 °C/10 min, 85 °C/10 min,
80 °C/10 min, 75 °C/10 min, 70 °C/10 min, 65 °C/10 min,
60 °C/10 min, 55 °C/10 min, 50 °C/10 min, 45 °C/10 min,
40 °C/10 min, 35 °C/10 min, 30 °C/10 min, 25 °C/10 min,
20 °C/10 min. Correct formation of the CLS junction was evalu-
ated using a native 6% polyacrylamide gel (19:1 acrylamide/
bisacrylamide) at 80 V.

Preparation of CLS dsDNA nanostars

Purified dsDNA with or without discrete overhang (250 ng) was
mixed with a solution of CLS junction (adjusted to maintain a
molar proportion C:L:S:dsDNA of 1:3:3:6) in TAE-Mg®" 1x
buffer and incubated at room temperature for 60 min.
Formation of CLS dsDNA nanostars was evaluated by electro-
phoresis at 4 °C in 1% agarose gel at a constant voltage of 80 V
using TAE 1x as running buffer.

Preparation of streptavidin-biotin dsDNA nanostars

An aliquot of a 500 mM stock of streptavidin in water was
mixed with 250 ng of biotinylated dsDNA in a molar pro-
portion Stv:Bt-dsDNA of 1:4 in TBE-Mg®' 0.25x (22.5 mM
Tris, 22.5 mM boric acid, 0.5 mM EDTA) with 2 mM Mg
(CH;C00), and incubated at room temperature for 16 hours.
Stv-Bt dsDNA nanostar formation was evaluated by electro-
phoresis at 4 °C in 1% agarose gel at a constant voltage of 80 V
using TBE 0.25x as running buffer.
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Coating dsDNA nanostars with proteins

Binding dsDNA nanostars with the proteins was evaluated by
Electrophoretic Mobility Shift Assays at 80 V in 1% agarose
gels, at 4 °C, using TAE or TBE as running buffer for CLS or
Stv-Bt dsDNA nanostars, respectively. Samples were prepared
in the following way: a volume of protein stock in ultra-pure
water (C4-S;p-B¥'? stock was supplemented with 1 mM DTT)
needed for reaching a specific N/P or protein/pb ratio was
mixed with previously prepared dsDNA nanostars to a final
concentration of total dsDNA arm-fragment 21 nM in Tris
1 mM buffer. Samples were incubated for 1 hour at room
temperature before the run.

Atomic force microscopy

AFM characterization was carried out with a MultiMode 8-HR
(Bruker). Samples were prepared on TAE-Mg®' (non-coated
nanostars) or TAE 1x buffer (coated nanostars). Protein-coated
dsDNA nanostars were at a concentration of 21 nM (based on
total dsDNA fragment), while naked dsDNA nanostars were at
4.2 nM (based on total dsDNA fragment). 5 to 10 puL of sample
were deposited onto freshly cleaved mica and incubated for
5 min at room temperature to allow absorption. The surface
was then rinsed using 500 pL of ultrapure 0.2 pm filtered
water and dried slowly using filtered compressed air. Images
were collected at 896 or 1024 samples/line using a Digital
Instruments NanoScope V and silicon nitride cantilevers with
anominal spring constant of 0.32 Nm ™' and a 0.8-1.0 Hz scan
rate. Imaging was performed at room temperature using the
ScanAsyst™ air mode. Images were processed using
NanoScope Analysis V.1.89 and lengths measured on Image].

DNAse stability assay

A solution of 25 nM dsDNA fragments alone or in nanostars,
naked or coated with protein Cg-B*** (protein/bp = 0.5) was
mixed with Enzyme DNase I, at 0.4 U DNase per pg DNA, and
reaction buffer (20 mM Tris-HCl, pH 8.3, 2 mM MgCl,). The
sample was incubated at 37° C, and 5 pL aliquots were taken at
different times. Aliquots were immediately mixed with 5 pL of
50 mM EDTA to stop DNAse activity and stored on ice until
analysed by electrophoresis using 1% agarose gel at a constant
voltage of 80 V, using as running buffer TAE or TBE buffer for
CLS or Stv-Bt dsDNA samples, respectively.

Thermal stability

5 pL aliquots from a stock solution (containing protein-coated
or naked dsDNA nanostars, 21 or 4.2 nM based on total
dsDNA fragment, respectively, in TAE-Mg>' or TAE 1x buffer)
were incubated at specific temperature and time in a dry bath.
They were immediately centrifuged and deposited onto freshly
cleaved mica as previously described for AFM visualization.

Thermal melting curves

Analysis was performed using a Bio-Rad iQ5 Real-Time PCR
Detection System with a 490/20X (excitation) and 530/30 M
(emission) filter. Solutions (80 pL) containing naked lineal
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dsDNA and CLS dsDNA nanostars, and protein Cg-B***"%
coated lineal dsDNA and CLS dsDNA nanostars (10 ng pL™*
based on dsDNA), with their respective buffers (TAE-Mg1x, Tris
1 mM) were previously incubated with 0.25 mM EvaGreen at
room temperature for 30 minutes. 25 pL of samples were
placed in Multiplate 96-well PCR plates, high profile, unskirted
white (BioRad) and covered with Microseal ‘B’ PCR
Plate sealing film (BioRad). Samples were heat from 25 °C to
95 °C at 0.5 °C intervals with a dwell time of 10 seconds.
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