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Resumen

Los virus son sistemas bioldgicos derivados del autoensamblaje de unidades de
proteina de la capside con su material genético. Estos son capaces de entrar a
las células y desensamblarse para entregar material genético de manera eficiente.
Mediante una aproximacion bottom — up, varios grupos han creado proteinas de novo
(proteinas que no existen de manera natural) capaces de mimetizar algunas funciones
de los virus como la uniéon a DNA/RNA. Sin embargo, no se comprende el proceso
de autoensamblaje de estas proteinas de novo con DNA.

En esta tesis se estudia el autoensamblaje de la proteina de novo C4S,B con el
DNA para formar particulas tipo rodillo. Se examin6 la interaccion CyS,B— DNA 'y
los factores que la afectan como el tamano de molde de DNA, la longitud del bloque
S, de la proteina, concentracion, temperatura y cinética mediante las técnicas en
el ensamble de dispersion de luz, fluorescencia y EMSA, asi como con la técnica de
molécula tunica de microscopio de fuerza atomica (AFM por sus silgas en inglés).
Ademas, se estudi6 la conformacién del DNA una vez condensado en la particula
tipo rodillo utilizando FRET en el ensamble y su aproximaciéon de molécula tnica.

Finalmente, se evalua al complejo C4S,,B — DN A como sistema de encapsulamiento

XIII



RESUMEN X1V

de una molécula orgénica (bromuro de etidio, BrEt) en términos de fluorescencia. La
interaccion C4S,, B — DN A presentan una dependencia con la longitud del bloque S,,,
asi como del tamano del molde de DNA. El efecto de la temperatura en el grado de
agregacion de las moléculas se midié con dispersion de luz para C,S,B y CyS,B —
DN A ajustando a un mecanismo tipo nucleaciéon-elongacion. Los resultados de FRET
molécula tnica mostraron la unién inespecifica de (.S, B al DNA debido al bloque
B. El ensayo de encapsulacion del BrEt muestra a las proteinas CySoB y CyS4B
como las que mejor encapsulan a esta molécula orgénica. Estos resultados aumentan
el entendimiento del proceso de autoensamblaje del complejo C4S, B — DN A para
formar particulas viromiméticas (que mimetizan virus) y ayudaran a mejorar el disefio

de C4S,, B para que tenga una mayor funcionalidad.
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Capitulo 1

Introducciéon

1.1. Virus

Los virus son el derivado del autoensamblaje de unidades de proteinas en capsides
que encapsulan su material genético. Son capaces de autoensamblarse de manera
espontanea en un ambiente concurrido como el interior de una célula y son sistemas
altamente efectivos en entregar material genético a una célula. Ademas, dependiendo
del virus y las condiciones (como pH y fuerza iénica), estos se forman utilizando o no
su material genético como molde [I].

En el 2011, Elrad y Hagan [2] propusieron con base en sus estudios

computacionales que el ensamblaje de la capside procede via 2 diferentes mecanismos:

1. Mecanismo en masse, donde varias subunidades de proteina se adsorben en un
molde de manera desordenada seguido de un rearreglo cooperativo que forma

una capside ordenada.

2. Mecanismo de nucleacidén-elongacién, en el que un nucleo de proteinas
interacciona con el material a encapsular y da paso a la fase de elongacion

donde miiltiples subunidades de proteina se adicionan a la creciente cépside.
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El mecanismo a seguir sera dictado por el juego de las fuerzas de interaccion
entre los bloques de construcciéon del virus, interacciones proteina-proteina y
proteina-material encapsulado, asi como de las condiciones de la solucion (pH y fuerza
ionica). Mientras que en el mecanismo en masse la interaccion proteina-material
encapsulado es la que prevalece, en el de nucleacidén-elongacién la interaccion
proteina-proteina es la que domina. Ademaés, en las simulaciones se ha logrado cambiar
de un mecanismo en masse a uno de nucleacidén-elongacién aumentando la fuerza
i6nica de la solucion en un mismo sistema |2, [3].

Recientemente, estudios experimentales han demostrado que ambos mecanismos
son viables. Empleando la dispersion de rayos X de angulo reducido (SAXS, por sus
siglas en inglés) en tiempo real se sigui6 el ensamblaje de las proteinas céapside de
la capside del virus SV40 con su RNA, donde la ausencia de intermediarios sugieren
que el ensamblaje procede via nucleacion-elongacion [4]. Mientras que con la misma
técnica, Chevreuil [5] mostro evidencia de que el ensamblaje del virus CCMV se
da por un mecanismo en masse. Incluso utilizando fluorescencia de correlacion de
molécula tnica realizado por Borodavka [6], se sugiere un mecanismo en masse. Cabe
mencionar que la técnica mide el radio hidrodindmico en funciéon del tiempo y carece
de informacién de las especies presentes. Otras técnicas para el estudio del ensamblaje
de virus han sido la dispersion de luz [7], 8] y la microscopia de fuerza atomica (AFM,
por sus siglas en inglés) [9].

El entendimiento de los virus nos ha permitido aplicarlos en cuestiones médicas a
través de los anos. Por ejemplo, algunos virus naturales han logrado ser transformados
para servir como vacunas como estrategia contra las enfermedades virales [10].

En anos recientes, su estudio va enfocado en modificar a los virus para aplicarlos
como particulas capaces de entregar farmacos o material genético a células especificas
e incluso emplearlos como nanoreactores [11]. Es un enfoque atractivo el utilizar
solamente la capside de los virus para entregar material de interés a células, ya
sea encapsulandolo en su interior o uniéndolo quimicamente al exterior [12]. Sin
embargo, se debe ser cauteloso ya que al unir moléculas en el exterior de la capside

por métodos quimicos o incluso por la modificacion de la secuencia de aminoacidos
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puede derivar en la pérdida de la funcionalidad del virus. Aunado a esto, existen
limitaciones estructurales y mecéanicas que deben ser tomados en cuenta [12]. Las
capsides de los virus se ensamblan en estructuras definidas, limitando el espacio
de almacenamiento para moléculas o acidos nucleicos. Ademés, se ha demostrado
por experimentos de molécula tinica que el encapsulamiento de material genético no
viral conlleva, en algunos casos, a la formaciéon de estructuras aberrantes de estos
sistemas [6] lo que complicaria su uso en terapia genética.

Las principales estrategias para crear particulas acarreadoras de material
derivados de virus o inspirados en ellos son la top — down y bottom — up. La
aproximacion top — down consiste en la modificaciéon quimica de los virus naturales
para diferentes aplicaciones. La estrategia bottom —up es una alternativa a largo plazo
donde se desarrollan proteinas de novo (proteinas que no existen de en la naturaleza
pero estan inspiradas en ella y se sintetizan a partir de técnicas de DNA recombinante)
que sirvan como bloques de construccion y se autoensamblen en particulas que
mimeticen a los virus, pero que no impliquen sus riesgos. A continuacion se describira

el autoensamblaje y los factores que lo afectan.
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1.2. Autoensamblaje

El autoensamblaje se describe como la formacion espontanea de macromoléculas
mediante interacciones no covalentes entre sus bloques de construccién. En el caso
de los virus, las proteinas de la cépside y el material genomico (DNA o RNA)
fungen como los bloques de construccién que se ensamblan por interacciones tipo
ion-ion, ion-dipolo, puentes de hidrégeno, dipolo-dipolo y van der Waals. Ademas, en
medio acuoso, el efecto hidrofébico juega un papel determinante en el plegamiento de
las supraestructuras biolégicas. Para entender y crear macroestructuras con mayor
funacionalidad, el entendimiento de las interacciones que lo conllevan, asi como el
tipo de mecanismo, es vital |13} [14].

Los dos tipos de mecanismos principales por los cuales se lleva a cabo el
autoensamblaje homogéneo son el isodésmico y el cooperativo (figura . El
mecanismo isodésmico se caracteriza por la formacién reversible de un enlace no
covalente K que es idéntico en todos los pasos del ensamblaje. Mientras el mecanismo
cooperativo ha sido descrito como una variacion del isodésmico. Este consiste en dos

etapas, la primera etapa es la de nucleaciéon que estd gobernada por la constante

Isodésmico

S2 S
*4_—’._’-4—' ‘—’etc

Cooperativo
I — * — ‘ -— g -— E — efc
I'(n Ke Ke Ke

Temperatura

Concentracion

Figura 1.1: Representacion grafica de los bloques de construccion y los tipos de
mecanismos de autoensamblaje, asi como su dependencia con la temperatura y
concentracion. Imagen tomada de [13].
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K,, en esta etapa el bloque de construccion interacciona no covalentemente con otros
bloques para formar un nucleo y, en seguida, da paso a la segunda etapa, en la cual se
elonga la particula, con una constante caracteristica K, mayor a la primer constante
en energia [15, [16].

El tipo de mecanismo de autoensamblaje de estos sistemas es cominmente
estudiado empleando mediciones dependientes de la concentraciéon y temperatura.
Ambos pueden dar pruebas de la transicion entre estados [13].

Finalmente, existen modelos tedricos para ajustar estas mediciones y discernir si

se trata de un mecanismo isodésmico o cooperativo (figura|1.2)) [13, 15 [16].

200 300 310 320 330 340

Temperatura (K)

Figura 1.2: Medicion del grado de agregacion del sistema en funcion de la temperatura
obtenido por datos espectroscopicos. Los datos fueron normalizados y ajustados a los
modelos de temperatura de los mecanismos cooperativo ( ) e isodésmico (===-- ).
Imagen tomada de Smulders [15].
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1.3. Fluorescencia

A través de los anos se han empleado técnicas de espectroscopia de fluorescencia
para estudiar en el ensamble las interacciones de las proteinas asi como su mecanismo.
Actualmente, basado en la fluorescencia de moléculas tnicas, se ha podido examinar
a estos sistemas biologicos desde una perspectiva detallada accediendo a informacion
que antes no era posible [I7]. En esta seccion se describird de manera breve la técnica
de transferencia de energia de resonancia de Forster (FRET, por sus siglas en inglés)
y su aproximacion en molécula tnica smFRET (por sus siglas en inglés) que son

esenciales en este trabajo.

1.3.1. Transferencia de energia de resonancia de Forster

La técnica de FRET se basa en el proceso fisico que sucede cuando un fluoréforo
excitado (donador, D) transfiere energia no-radiante a otro fluoréforo (aceptor, A).

Este proceso puede ser descrito por un diagrama de Jablonsky mostrado en la figura

L3l

2 T FRET
S, .*'L —— = —_'.*.
: s: -
| '.
|
Dex Dnrl Drad Anr : Arad
So “ So e

Figura 1.3: Descripcion del proceso de FRET mediante el diagrama de Jablonksi.
Donde Sy es el estado basal y S5, S son los estados excitados. Dey, Dy vV Diyd
son la excitacion del donador, su relajacion no-radiativa y su emision de un foton
respectivamente. Mientras A, es la relajacion no-radiativa del aceptor y A,.q es su
emision de un fotén.
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El diagrama de Jablonski es un diagrama de energia que representa con
lineas horizontales a los estados electréonicos de las moléculas o atomos. Sy
representa al estado basal de energia mientras S; y S, son estados excitados
de energia. Cuando un fluoréforo donador es excitado con un fotén de una
fuente externa, este va del estado basal Sy al estado excitado Sy (D,
linea solida). Posteriormente, un proceso de conversion interna no-radiativa
lleva al donador al estado S; (linea punteada). Una relajacién no-radiativa
(Dp, linea discontinua) o la emision del foton (D,qq, linea solida) llevara de vuelta
al donador al estado basal. Sin embargo, en la presencia de un fluoréforo aceptor, el
donador puede transferir energia no-radiativa en un proceso conocido como FRET
(linea discontinua) y llevar al aceptor a un estado excitado (S; o S3) para que,
finalmente, decaiga de manera no-radiativa (A,,, linea discontinua) o emitiendo un
foton (Ayaq, linea solida) [18].

En FRET, la proporcién de energia transferida entre el fluoréforo donador
y el fluoréforo aceptor depende fuertemente de la distancia que hay entre ellos
(figura [L.4). Esto lo convierte en una técnica 1til para el estudio dinamico
conformacional del DNA mientras interactia con una proteina [19] 20]. La eficiencia

en la transferencia de energia esta dada por la ecuacion

RG
E=—9_ 1.1
R§ 4 DS (1)

donde D es la distancia entre los fluoréforos y Ry es el radio de Forster que describe
la distancia donador aceptor en la que la eficiencia de FRET es del 50 %. El radio de
Forster dependera de las propiedades de los fluoroforos y de la orientacion relativa del
momento dipolar del donador con respecto al del aceptor [17, [19]. Esta definicién de
FRET se engloba las mediciones realizadas en un ensamble y de molécula tnica. Sin
embargo, cuando utilizamos el término smFRET, nos referimos especificamente a las
mediciones de molécula tnica. En la proxima seccion se describird la aproximacion

de smFRET.
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- b)

a)

Fluorescencia
Fluorescencia

<)

Eficiencia
FRET

2 4 6 8 10
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Figura 1.4: Descripcion del mecanismo de FRET a) Los fluordéforos estan separados
por una distancia donde hay poca transferencia de energia, b) Los fluoréforos se
acercan a una distancia que aumenta la transferencia de energia.. ¢) Relaciéon entre
la eficiencia de FRET y la distancia entre fluordforos (Ry = 2,4, 6 nm).

1.3.2. FRET de molécula Gnica

FRET de molécula tnica (smFRET, por sus siglas en inglés) es una técnica bien
establecida que mide la distancia entre dos fluoréforos con alta resolucion espacial
(nanomeétrica) y temporal (milisegundos) [17]. Aqui, se comparan las intensidades de
la luz medida en el canal del donador, después de su excitacion (DD), con la intensidad
de la luz medida en el canal del aceptor después de la excitacion del donador (DA).
Con estos parametros se calcula la proporcién E* para cada molécula en cada cuadro
de tiempo empleando la ecuacion [1.2]

DA

= —— 1.2
DD + DA (12)

Donde E* es la eficiencia de FRET no corregida. Para calcular la eficiencia exacta
E, una serie de correcciones necesita ser aplicada [17].

A partir de la eficiencia no corregida (E*) es posible calcular las distancias relativas

(D*, ecuacion empleando el radio de Forster del par de fluoréforos (Ry).

* 1 1/6
D* = Ro((1 =) =1 (1.3)
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1.4. Diseno de proteinas viromiméticas

Basados en la aproximacion bottom — up varios grupos de investigacion han
desarrollado proteinas de novo capaces de encapsular material genético. Estas son
capaces de imitar algunas propiedades de los virus (viromiméticas). Baker y su
equipo [2I], basados en célculos computacionales, modelaron y sintetizaron una
proteina capaz de autoensamblarse en una caspside y encapsular el RNA de manera
inespecifica. Mientras Hilvert [22], insert6 un modulo de unién a RNA a una proteina
de capside no viral logrando el reconocimiento especifico a una secuencia de RNA.

En esta tesis se abordaré el estudio de la proteina C4S,, B desarrollada por de
Vries [23]. Esta proteina es capaz de interaccionar y condensar DNA en particulas
tipo rodillo.

Para el diseno de C4S,B se aprovechdé que el autoensamblaje de proteinas a
nanoestructuras no es exclusivo de los virus, sino que juega un papel fundamental
en todo proceso bioldgico. Inspirados en dominios de proteinas naturales como el
colageno y la seda, se crearon secuencias de estructuras capaces de adoptar una
funcion especifica. El combinar estas secuencias de estructuras (derivados del colageno
o seda) en una proteina multiples funciones también se mezclan. A continuacion,
se describiran las proteinas fibrosas del colageno y la seda con sus respectivas

modificaciones para entender mejor a la proteina (.S, B desarrollada.

1.4.1. Dominio de colageno

El colageno es una proteina abundante en los seres humanos. Este se localiza en
huesos, tendones, piel, ligamentos, etc. Se han encontrado més de 25 diferentes tipos
de coldgeno en los vertebrados y cada uno esta cercanamente relacionado.

El dominio del coldgeno se caracteriza por la secuencia altamente repetida de
aminoacidos (Gly — Xuq — Yaa)n, a pesar que X,, v Yaa pueden ser cualquier

aminoécido existe un predominio de prolinas. Muchos de estas prolinas (y lisinas)
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son hidroxiladas como modificacion postraduccional [24]. En el caso del colageno
tipo I, este forma cadenas polipeptidicas que se enlazan en triple hélices (figura .
Estas triple hélices al ser calentadas en acido se desensamblan y forma un gel [25].
En el 2001, Werten [26] sintetiz6 en Pichia pastoris, una proteina inspirada en la
gelatina con propiedades hidrofilicas y no degradable. Esta proteina es una repeticion
de la secuencia (Gly — Xuq — Yaa)n encontrada en el colageno pero ahora X, y Yo,
estan ocupados por aminoacidos hidrofilicos y no cargados. En soluciéon adopta la
conformaciéon random cotl como en el estado desnaturalizado. La proteina estudiada

en esta tesis toma como punto de partida la proteina disenada por Werten que se

Calentamiento
o tratamiento
de pH

Figura 1.5: Triple hélice del colageno que cuando se calienta o recibe tratamiento de
pH se desensambla y forma un gel.

abrevia como bloque "C".
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1.4.2. Dominio de seda

La seda esta compuesta por arreglos de proteinas fibrilares y juega un papel clave
en aranas y gusanos de seda, también es explotada por humanos en la industria textil.
Se sabe que estas proteinas adoptan una estructura de hoja 5 que se autoensambla
para formar fibras (figura [24]. La secuencia de este dominio depende de la
especie que la sintetiza. En el gusano Bombyx mori se encuentra como un pelipéptido
rico en glicina y alanina (figura [27]. Varios grupos de investigacion se han
basado en esta secuencia de estructura para disenar y producir proteinas capaces de
autoensamblarse. La proteina descrita en los siguientes capitulos contiene la secuencia
(GAGAGAGX),, donde X es una glutamina. En otras investigaciones [2§], la posicion
X ha sido tomada por acido glutdmico, histidina o lisina. Lo que permite tener un

autoensamblaje regulado por el pH de la solucion.

RIRLTLh

B optimizados a partir dinamica molecular en (b) Estructura de la fibroina de la
[33] seda (PDBid: 2SLK).

(a) Vista lateral del apilamiento de dos rollos

Figura 1.6: Estructura del bloque de seda.
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1.4.3. Diseno de novo de (S, B inspirado en el TMV

La proteina C}S,B consta de tres bloques Cy, S, v B que se basaron en
propiedades fisico-quimicas del virus del mosaico del tabaco (TMV, por sus siglas
en inglés) descrito a continuacion.

El TMV consta de una proteina que se autoensambla en un nicleo de
proteinas que reconocen especificamente una secuencia de RNA (figura ,
posteriormente otros nicleos de proteina interaccionan con este nicleo de ensamblaje
(figura y da paso a la elongacion de la particula formando una particula tipo
rodillo (figura [1.7¢) [29] .

Al examinar a la proteina del TMV, se pueden extrapolar tres propiedades

fisico-quimicas principales que permiten la formacion de la particula viral.

1. Estabilidad coloidal de la particula, asi como proteccién contra el ambiente.
2. Interaccién y unién a una secuencia especifica de RNA.

3. Cooperatividad (interaccion proteina-proteina) que conlleva al autoensamblaje

de la particula.

Inspirados en estas tres propiedades de las proteinas del virus TMV, se diseno la
proteina de novo C4S,, B que es capaz de cumplir estas tres propiedades en cada uno

de sus tres diferentes bloques (Cy, S, y B).

(a) Interaccién entre el
nicleo de proteina y el (b) Diagrama de la (c) Micrografia electronica
RNA. estructura del TMV de particulas de TMV

Figura 1.7: Virus del TMV. Iméagenes adaptadas de Klug [29].
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1.5. Antecedentes de la proteina viromimética
CyS,B

En el 2012, de Vries tomd las
propiedades 1 y 2 (estabilidad coloidal
y union al DNA) de la proteina
del TMV para disenar la proteina
CySoB bimodular (figura [1.8)) capaz
de interaccionar con DNA [30]. El
primer bloque, "C,", es la repeticion
de cuatro veces el bloque C (descrito

en la seccion |1.4.1) inspirado en el

Figura 1.8: Tlustracion de la proteina
CySoB, En verde esta el modulo Yy,
de aproximadamente 400 aminoacidos mientras en rojo se encuentra el B

coldgeno y que en conjunto consta

hidrofilicos, este confiere estabilidad

coloidal a la particula. El segundo bloque es Sy y representa la ausencia del bloque
de autoensamblaje. El bloque ” B” es una secuencia de 12 lisinas que a pH fisiologico
median la interaccion electrostatica con los fosfatos del DNA.

Posteriormente, a la proteina descrita anteriormente se le anadié un tercer
bloque, S,, (con n > 4) para que esta adquiriera la tercera propiedad del TMV, la
cooperatividad (interaccion proteina-proteina). Este bloque consiste en n repeticiones
de un octapéptido GAGAGAGQ y esta inspirado en la seda (descrito en la seccion
1.4.2)).

La proteina (45, B es capaz de interaccionar y condensar al DNA de manera
cooperativa cuando n > 10 (ﬁgura [23], formando asi, nanoparticulas tipo rodillo
similares a la del virus del mosaico del tabaco. Este desarrollo decisivo significo tener la
capacidad para obtener particulas tipo virus utilizando multiples bloques de proteinas

funcionales de baja complejidad y/o DNA como bloques de construccion.
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Estas cuatro proteinas diseno CySoB, C4S4B, CyS10B y C4S14B son relativamente
nuevas, por lo que cuentan con pocos estudios experimentales, teoéricos y
computacionales. En esta seccion nos referiremos a ellos para un mejor panorama.

En el ambito teodrico, Punter y colaboradores [31], estudiaron el ensamblaje de
CyS10B resolviendo de manera numérica las ecuaciones de cinética pertinentes y
comparandolas con resultados experimentales de AFM. Ademas, mostraron el efecto
de la concentracién de la proteina sobre los sitios de unién libre de un molde, indicando
la existencia de encapsulamiento parcial en un régimen de exceso de sitios de union
libre respecto a la CyS19B.

Computacionalmente, Zhao [32] estudi6 al bloque Sjp utilizando dindmica
molecular. Mediante un modelo de precision atéomica y el campo de fuerza ff12SB
con agua TIP3P obtuvieron una estructura de rollo § estabilizada por puentes de
hidrogeno. Posteriormente, Zhao [33] examiné la interaccion de dos bloques S y

coHmo estos se desensamblan mediante un mecanismo paso a paso, es decir, hebra por

hebra.

Figura 1.9: Esquema e imagenes de AFM de proteinas disenadas encapsulando un
DNA de 2600 (pares de base, pb). Figuras tomadas de Hernandez [23]. La barra de
escala corresponde a 300 nm.
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Experimentalmente, se estudié el autoensamblaje de las proteinas con dispersion
de luz [34]. Se determiné que estas se autoensamblan en particulas tipo rodillo sin la
necesidad de DNA como molde a una concentracion critica (CC) de 60 uM y 15 uM
para CyS10B y C4S14B respectivamente. Ademas, se sigui6 la cinética de ensamblaje
de C4S10B a diferentes concentraciones donde se vio que se alcanza el equilibrio a las
12 horas.

Mientras tanto, la interaccion DN A — C4SyB fue estudiada mediante dispersion
de luz y se demostré que la particula formada por la proteina CySyB y el DNA se
disocia a concentraciones mayores de 200 mM de NaCl [30].

Hernandez-Garcia [23] evalu6 por varias técnicas el coensamblaje de CyS,, B con
DNA. Las técnicas que destacan son AFM y potencial Z. Mediante imégenes de AFM
se demuestra que las proteinas con el bloque S,, con n > 10 son capaces de condensar
al DNA a un tercio de su longitud original. En tanto, midiendo el potencial Z en
solucion, se exhibe la existencia de dos especies cuando la concentraciéon de proteina
no es tan alta respecto al DNA.

Cingil [35] estudi6 el mecanismo de formacion de las capsides virales utilizando
la proteina CyS19B y un polimero sintético que cambia su espectro de luminiscencia
en funcion de su arreglo espacial. Con sus resultados propone que, a un balance de
carga cercano a 1, el coensamblaje de C';S19B y el polimero se lleva a cabo mediante
un mecanismo de adsorciéon de Langmuir y un posterior reacomodo de las proteinas
debido a la cooperatividad. Ademéas, cuando el balance de carga es mayor a 1 (régimen
de exceso de proteina) aparece un mecanismo en competencia debido a la interaccion
proteina-proteina. Aunque Cingil [35] proclama elucidar el mecanismo de formacion
de una particula viral, surge la duda si el mecanismo seria diferente al utilizar DNA
como molde debido a las diferentes interacciones que tendrian los distintos bloques
de construccion, puesto que los virus encapsulan material genético. Las diferencias
entre estos dos moldes (DNA y el polimero sintético) son notorias y van desde sus
propiedades mecénicas (longitud de persistencia), el tamano del molde, hasta entre
la diferencia en la densidad electronica del oxigeno del grupo fosfato del DNA y del

grupo carboxilico del polimero.
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Recientemente, Marchetti [36] revelo el mecanismo de coensamblaje de CyS19B con
DNA. Utilizando pinzas Opticas (experimento de molécula tnica) siguié en tiempo
real como varios niucleos de proteinas independientes se ensamblan a un DNA.
Sugiriendo un mecanismo cooperativo. Este mecanismo contrasta el expuesto por
Cingil [35] lo cual puede deberse a la diferencia de la interaccion de los moldes descrita
anteriormente (DNA y polimero sintético).

Willems [37] modifico la proteina CyS10B cambiando el bloque Cy inspirado en el
colageno por uno basado en la elastina (proteina fibrilar), lo que causo que la proteina
ya no condensara al DNA.

Finalmente, Jekhmane probo que la proteina CyS10B es capaz de proteger al DNA
de ataque enzimatico y transfectar con baja eficacia a células mamarias [38].

Como se aprecia, estas proteinas disenadas por de Vries [30, 23] todavia tienen
un amplio margen de mejora para llegar a tener aplicaciones médicas (por ejemplo,
a diferencia de su anélogo natural, carecen de especificidad). No obstante, al ser
proteinas construidas a partir de bloques se le pueden ir anadiendo otros para que
adquieran nuevas y mejores funciones. Para realizarlo tal cosa, se necesita un mejor
entendimiento de las interacciones que conllevan al autoensamblaje, asi como de su

mecanismo.



Capitulo 2
Objetivo

Incrementar el entendimiento molecular y estructural del mecanismo de
autoensamblaje de las proteinas de novo C4S,B viromiméticas con DNA con la

finalidad de mejorar el diseno y la posible aplicacion de las proteinas viromiméticas.

2.1. Objetivos particulares

1. Expresar y purificar la proteina recombinante CyS19B en Pichia pastoris.

2. Estudiar la interaccién C4S,, B-C4S, B o C4S,,B — DN A asi como los factores

que la afectan mediante absorbancia, EMSA, dispersion de luz y fluorescencia.

3. Estudiar el proceso de autoensamblaje de la proteina viromimética con y sin

DNA empleando dispersion de luz.

4. Estudiar la conformacion del DNA en la nanoestructura final de la particula

autoensamblada con la proteina con AFM y FRET.

5. Evaluar la capacidad del complejo DNA — C,S,B como sistema de

encapsulacion.
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Capitulo 3

Materiales y métodos

3.1. Materiales

Las proteinas CySoB, CySiB, CyS10B, C4S14B (secuencia en informacion
suplementaria, figuras S. , S. , S. S. fueron producidas y purificadas
en la Universidad de Wageningen (para detalles en el procedimiento consultar
Hernéndez-Garcia [23]). Se corrobor6 la integridad de las mismas por MALDI-TOF
MS y SDS-PAGE. Parte de los experimentos emplean proteina C,S1oB producida
y purificada por un procedimiento descrito més adelante. Los DNA marcados
fluorescentemente se ordenaron a IBA, Alemania. Mientras el DNA de 2000, 1000,
100, 50, 10 pb NoLimits™, los nucleétidos empleados para la PCR, la solucién
para tefiir DNA SYBR safe™, el amortiguador de carga para DNA 6x, la solucion
para teilir proteinas PageBlue™, el amortiguador TAE 50x, la DNA Polimerasa
DreamTaq™ la agarosa, el ditiotreitol (DTT) fueron adquiridos con ThermoFischer.
La acrilamida se consiguié con Bio-rad. La enzima de restriccion EcoRI se compro a
Promega. El kit miniprep de DNA fue conseguido a través de Sigma-Aldrich. El kit de
purificaciéon de banda fue comprado Zymo Research. Los compuestos NaHy; PO, 0 HyO
y NasHPO, e 2H,0 grado analitico se adquirieron con Merck y se utilizaron para

preparar el amortiguador fosfato (10 mM y pH 7.4).
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3.2. Expresion de C,50B

La proteina C4S70B se expres6 en el laboratorio inoculando 1 mL de banco de
una cepa recombinante de levadura Pichia pastoris que contenia el gen artificial que
codifica para su secuencia de aminoacidos en 300 mLL de MGY. Después de 4 dias
de crecimiento se induce la produccion de la proteina centrifugando el inéculo (20
°C, 8 min, 6000 x g) y cambiando a 1 L. de medio de MM anadiendo MeOH cada
12 horas por tres dias. Durante la fermentacion la proteina es secretada al medio
y posteriormente se centrifuga la solucion (10,000 x g, 4 °C, 20 min y colectando
el sobrenadante) para que en un medio libre de células se inicie la purificacion. En
el medio libre de células se precipitaron las sales anadiendo EDTA 10 mM, 1 mM
PMSF, NaOH hasta pH = 8.0 y centrifugando (10,000 x g, 4 °C, 20 min y colectando
el sobrenadante). En seguida, la proteina fue precipitada selectivamente de la solucion
mediante fraccionamiento con sulfato de amonio al 50 % de saturacion e incubada a
4°C por una noche con una subsecuente centrifugacion (13,000 x g, 4 °C, 30 min). La
pastilla se resuspendi6 en 100 mL de agua grado Milli-Q® y se incubé otra noche al
50 % de saturacion de sulfato de amonio y se centrifugé6 (30,000 x g, 4 °C, 10 min).
La pastilla se resuspendié en 15 mL de agua grado Milli-Q®, en seguida se afiadié
acetona y NaCl a una concentracion final de 40 % (v/v) y 50 mM, respectivamente.
Se centrifugé (15,000 x g, 10 min) para remover lo insoluble y la concentracion final
de la acetona en el sobrenadante se llevo al 80% (v/v). Se mezclo vigorosamente
en un vortex hasta formar un precipitado y se retir6 el sobrenadante luego de un
centrifugado (5,000 x g, 10 min). El precipitado se seco6 y se resuspendi6é en agua
grado Milli-Q® para dializar extensivamente con una membrana con tamano de corte
de 14 kDa y después se liofiliz6. La pureza de las proteina se corrobor6 mediante gel

SDS-PAGE y MALDI-TOF MS.
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3.3. SDS-PAGE y espectrometria de masas

Muestras de proteinas (10 pl, 2 g/L) se mezclaron con amortiguador de carga
para DNA 6x (adquirido con ThermoFischer) y se colocaron en un termobloque que
estaba a 99 °C, por 10 minutos. Se cargaron las muestras, ademés de un marcador
de peso molecular, en un gel concentrador al 4 % (acrilamida) combinado con un gel
separador al 10 % (acrilamida) preparado con agua destilada (2447 plL), 1.5 M Tris pH
8.8 (1250 uL), SDS 10 % (50 uL), acrilamida/bisacrilamida 40 % (1250 uL), TEMED
(10 uL) y persulfato de amonio 10 % (50 uL). Se separaron por electroforésis durante
90 minutos a 70 V con amortiguador tanque (10x; 1 L de agua destilada, Trizma base
30.3 g, glicina 144 g, SDS 10 g). Los geles se tineron con solucion de tenido PageBlue
protein™ siguiendo el protocolo del fabricante. Los espectros de masas se midieron
en el espectrometro de masas MALDI-TOF Microflex marca Bruker. Las muestras
estaban a una concentracion de 1-2 g/L. Se utilizo6 como matriz acido sinapinico en

relacion 1/5 muestra/matriz y se prepararon por el método de secado de gota.

3.4. Proporcion molar de carga, NP

El término NP se refiere a la proporcion molar de carga eléctrica que hay en la
solucion debido a la interacciéon proteina-DNA. Se define como la proporcion molar
entre la carga positiva del NH; de las lisinas del bloque B de la protefna y el grupo

POj cargado negativamente del DNA.

n®NH3
nY PO,

NP = (3.1)

Se aprecia en la ecuacion que cuando el NP < 1 existe un exceso de sitios de
union en relacion a la proteina, mientras que cuando NP = 1, la solucién esta en un
balance de cargas. Este término se puede visualizar como la estequiometria de cargas

que existe entre la proteina y el DNA.
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3.5. Ensayo de cambio en la movilidad

electroforética

Los ensayos de cambio de movilidad electroforética (EMSA) se llevaron a cabo
para determinar la interaccion proteina-DNA y los factores que la afectan como son
temperatura, tiempo de incubacion, tamano del médulo de autoensamblaje y tamano
del molde del DNA (empleando DNA NoLimits™ de 2000, 1000, 100, 50 y 10 pb
o ensamblados por PCR para longitudes de 539 y 367 pb (procedimiento descrito
posteriormente). Las muestras se prepararon en el siguiente orden: La concentracion
final deseada de C4S,B se calenté previamente a 70 °C por 10 minutos y se dejo
incubando por una noche (a menos que se indique lo contrario) con a una solucion
de 2 ng/ul. de DNA aforada a 10 uL en amortiguador fosfato (10 mM a un pH =
7.4) y con 1 mM de DTT. Luego, dependiendo de la longitud del DNA las muestras
se corrieron en un gel de acrilamida al 5 - 20 % (muestras menores a 200 pb) o un
gel de agarosa al 1% (mayores a 200 pb). Los geles fueron tenidos con soluciéon de
teniido de DNA Syber safe™ y escaneados mediante un sistema de documentacion de
imagen para, posteriormente, analizar las intensidades de las bandas con el software
ImageJ™. La relacion N /P para la union al 50 % de DNA (K pg,,) de la proteina se

calcul6 ajustando las intensidades de DNA libre a la variacion de la ecuacion de Hill

(ecuacion

1
o — —
Da
1+ @sn)

(3.2)

Donde N es la constante de Hill, 6 es la fraccion unida y [CyS,, B] se refiere a la
concentracion de la proteina libre en la disolucién, esta se asume que es igual a la
concentracion total de la proteina debido a que en los geles no se aprecia uniéon de
C,4S, B a bajas concentraciones, mientras a altas concentraciones se puede ver que
se encuentra en un régimen de exceso la proteina y se puede considerar minima la

fraccion unida al DNA.



CAPITULO 3. MATERIALES Y METODOS 22

3.6. PCR

Para la PCR se emple6 una disolucion aforada a 50 pL con agua Mili-Q
que contenfa de DNA polimerasa DreamTaq™ (con amortiguador DreamTaq™,
2 mM MgCl, y 0.2 mM dNTP, mas DNA polimerasa DreamTaq™), iniciadores
Fw y Rv (descritos posteriormente) a 0.2 uM cada uno. Mientras como molde de
DNA se utilizo el plasmido p-redox a 0.625 ng/ul. (Mapa del DNA molde en figura
S y secuencia en figura S. . Para construir los DNA de 539 y 367 pb
se usaron los iniciadores Rv 5 ' - GCAACACGTTTTGCAACCTGTTTG - 3"y
5’ - CACCACCACAACCACCACCG - 3 respectivamente.

Mientras el mismo iniciador Fw se emple6 para ambos  casos
5" - GCCGAGCGCGCGCAACTGTTGGGAAGGGCG - 3.

Para construir el DNA de 732 pb se utiliz6 el iniciador Fw
5" - GCCGAGCGCGCGCAACTGTTGGGAAGGGCG - 3 " y el iniciador Rv
57 - TCAGTGAGCGAGGAAGCGGA - 3’. Estos se corrieron en una rampa de
temperatura mostrada en la figura con el termociclador T100™ de Bio-Rad.
Finalmente, las construcciones de DNA se corrieron en un gel con marcador de peso
molecular que corroboré el tamano esperado (732, 539 y 367 pb) y se purificaron de

banda de agarosa.

Desnaturalizacion Desnaturalizacion Hibridacion Extension Extension
inicial inal
95 °C | =
/ . 95 °C ] _§
min. 30 seg. 57 °C 72°C 3 72°C
30 seg. 30 seg. 5 min.

Figura 3.1: Condiciones de reaccion para la PCR.
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3.7. Cuantificaciéon de la concentracién de proteina

Para la cuantificaciéon de la concentracion de la proteina se realizé una curva de
calibracion disolviendo cada una de las proteinas liofilizadas en amortiguador fosfatos
(10 mM, pH = 7.4) con 1 mM de DTT. Se utilizaron 6 concentraciones en cada
proteina y se calcul6 la curva de calibracion a una A = 230 nm. Los espectros de
absorcion fueron adquiridos mediante el equipo NanoDrop One de ThermoFischer. A
continuacion, en la figura [3.2] se muestra como ejemplo la curva de calibraciéon de la

proteina CyS70B .

o

Absorbancia

y = 0.00289 + 0.01067 x
r de Pearson = 0.9999

0 20 40 60 80 10 120
[C,S, Bl M
Figura 3.2: Curva de calibracion para la proteina CySjpB. A) Curva de absorbancia
en funcion de la concentracion. B) Ajuste de los datos a la ecuacion de la recta por
regresion lineal de Pearson mediante el software Origin Pro 8.5™.
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3.8. Determinaciéon de concentracion critica de las
proteinas

Para la determinacién de la concentracion critica (concentracion de cambio de
fase) de cada una de las proteinas se peso y disolvio la proteina en cuestion, a varias
concentraciones, en amortiguador de fosfatos (10 mM, pH = 7.4). Se dej6 incubando
por una noche y posteriormente se obtuvieron los espectros de absorbancia empleando

el equipo NanoDrop One de ThermoFischer™. Los datos se analizaron con Matlab™.

3.9. Determinaciéon de la constante de disociacion
por ensayo de fluorescencia, efecto PIFE-FRET

El ensayo de fluorescencia se llevo a cabo empleando DNA de 50 pares de base
marcado con el par de fluoréforos FRET Cy3-Cyb a una distancia de 12 pb. Para
construir este DNA se ensamblo el nucleotido Fw con secuencia 5 ' - ACG CAG
GCT CGT T/iCy3/CC AGA ATT CCT ATC TAG CAT ATG AGC GCA TCG
CTA AG - 37 con el nucledtido Rv 5’ - CTT ACC GAT GCG CTC ATA TGC
TAG AT/iCy5/A GCA ATT CTG GAA CGA GCC TGC GT - 3’ en proporciones
equimolares y usando una rampa de temperatura de 95 °C a -4 °C disminuyendo 5
°C cada 10 min. Ademas se comprob6 el ensamble con un gel de acrilamida en el
que no se visualizaron intermediarios. Las disoluciones se prepararon de la siguiente
forma: La construccion de DNA con el par FRET a una concentracion final de 10
nM se mezclo con concentraciones variables de CyS, B (la proteina fue previamente
calentada por 10 minutos a 70 °C por 10 minutos). Todas las disoluciones se realizaron
en amortiguador de fosfatos (10 mM, pH = 7.4), posteriormente, dejarlas incubar por
una noche. Los espectros de emision se adquirieron mediante el Fluorimetro Varian
Cary Eclipse™ excitando a 530 nm. Se obtuvo la proporcién de intensidad 665 nm
/ 565 nm de los espectros de emision en funcion de la concentracion de CyS, B y se

ajusto a la funcion sigmoidal de Boltzmann con Origin Pro 8.5™.
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3.10. Dispersion de luz

Las mediciones de dispersiéon de luz se llevaron a cabo en un Zetasizer NanoZS®
(Instrumento Malvern™, UK). Equipado con un laser de ion He-Ne de 4 mW que
emite a 633 nm. En los experimentos una muestra de proteina recién disuelta en
amortiguador de fosfatos (pH = 7.4, 10 mM y 1 mM de DTT) se calent6 o enfrio a
una velocidad de 0.5 °C/min entre 10 - 95 °C y se midi6 reiteradamente la intensidad
de luz dispersada (derived count rate) realizando un promedio de diez corridas de 10
s cada una, a un angulo de dispersion de 173°. Al medir la dispersion en este angulo
el laser no tiene que pasar por toda la muestra, esto reduce dispersion multiple donde
la luz dispersada por una particula es dispersada por otras particulas y por tanto se

obtiene una mejor senal ruido [39].

3.10.1. Modelo de nucleacién-elongacién

La intensidad de luz dispersada que se obtuvo durante la adquisicién de las curvas
de temperatura, se normalizd6 para obtener el grado relativo de agregaciéon como
funcion de la temperatura. Posteriormente, los datos se ajustaron a un modelo de
nucleacion-elongacion desarrollado por van der Schoot [40] basado en el de Oosawa
y Kasia [41], este modelo se aplica a estructuras supramoleculares que se forman
espontaneamente por agregacion reversible de uno o mas tipos de moléculas. En el
modelo de van der Schoot [40], las curvas normalizadas muestran dos fases que se
modelan de manera independiente. En el régimen de elongacion, cuando T < T,
(cuando la temperatura es menor a la temperatura de elongacion) el grado de
agregacion ¢, se ajusto con la ecuacion [3.3]

Gn = dsar[l — o Lart (T-T2)

] (3.3)

Donde h. es la entalpia de elongacion y 7T, la temperatura de elongacion
(dependiente de la concentracion). Mientras el parametro ¢gar es solo para normalizar

el grado relativo de agregacion ¢, /dgar.
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El régimen de nucleacion 7' > T, se modelé empleando la ecuacion [3.4]

bn = Gsar[V/ Kacapl(—1 + %E)Rh—;g@ ~T.)] (3.4)

donde K, es una constante de activacion adimensional. En ésta se refleja el
grado de cooperatividad del sistema. Una menor cooperatividad se expresa en valores
mayores de K, asociado a un nicleo de menor tamano. Todo esto se describe
cuantitativamente mediante la ecuacion 3.5
1

< No(Te) > = (3.5)
KM?

donde < N, (T,) > es lalongitud promedio del nicleo a la T, dada. Este modelo ha
sido utilizado para describir el ensamblaje espontaneo y reversible de conglomerados

supramoleculares que se forman con uno o més bloques de construccion.
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3.11. Microscopia de fuerza atémica

En el analisis mediante microscopia de fuerza atomica (AFM) se utilizo el
instrumento digital Nanoscope V equipado con punta de nitruro de silicio (Bruker®,
MA, USA) con una constante de resorte de 0.4-0.35 Nm~! en modo de imagen
ScanAsystTM. Las imégenes se recolectaron a 0.488-0.977 Hz y 1024 muestras/Inea.
El procesamiento y analisis de las imégenes se llevo a cabo con el software NanoScope
Analysis 1.20™., con aplanamiento de primer orden en todas las iméagenes.

Para obtener las iméagenes de proteina sola se vari su concentraciéon, mientras que
para las imagenes del complejo proteina-DNA se emplearon entre 1-5 ng/ul. de DNA
y se llevo al NP deseado con la proteina en amortiguador de fosfatos (10 mM, pH 7.4),
con 1 mM de DTT. El DNA utilizado fue el ensamblado por PCR de 732 pb (descrito
anteriormente) y el plasmido de 2675 pb (obtenido por técnicas convencionales de
biologia molecular y separando cada una de sus diferentes topologias por purificacién
por banda de agarosa). Se depositaron 5 uLi de la muestra en cuestion en una superficie
de silicio y después de 5 minutos de incubacion se realizé un lavado con 1 mL de agua
grado Milli-Q®. Finalmente, se secaron las muestras con aire y se obtuvieron las
imégenes. En caso que la imagen se viera saturada, se diluia la muestra previamente
10 veces. El analisis estadistico de los datos recabados se llevo a cabo con el software

Nanoscope Analysis™ y Matlab™.
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3.12. Transferencia de energia por resonancia de

Forster

3.12.1. Construccion de nucleé6tidos marcados

fluorescentemente

Para los experimentos de FRET y smFRET se prepararon 4 diferentes
construcciones de DNA con los fluoréforos ATTO™647N y ATTOT™S550 a distancias
de 14, 18, 24 o 28 pb. Se utiliz6 como molde para la secuencia Fw el nulcedtido
5’ - (Biotina) TAA CCA AAA GAA TAA AAA ACA AAC ACX GAC CAC AGG
ACA CAC GGA TTG TCG ACC GAC CAG AGA CCA AAA AGA CTT TTA CT
- 3'. Modificado en la posiciéon 5 con biotina y en la posicion 27 con ATTOTM647N.
Mientras la secuencia del nuceotido Rv 5/ - AGT AAA AGT CTT TTT GGT CTC
TGG TCG GTC GAC AAT CCG TGT GTC CTG CTG TGG TCA GTG TTT
GTT TTT TAT TCT TTT GGT TA - 3’ se modifico en las posiciones 40, 36,
29 0 25 con ATTOT™550 respectivamente. Para el ensamblaje de las 4 diferentes
construcciones estos nucledtidos se mezclaron en cantidades equimolares, se calentaron
con un termobloque ajustado a una temperatura de 95 ° C y se dejaron enfriar a

temperatura ambiente por una noche.

3.12.2. FRET en el ensamble

Se mezclo CyS10B 3 uM en un amortiguador de fosfatos (10 mM, pH 7.4) con
cada una de las diferentes construcciones de DNA 10 nM descritas anteriormente.
Los espectros a través del tiempo se adquirieron con el fluorimetro Varian™ Cary
Eclipse®. Se excit6é con luz a A = 540 nm (ancho de banda, 10 nm) y se registré el
espectro de emision de 555-750 nm (ancho de banda, 5 nm). Se calcul6 el cociente

de la intensidad del espectro de emision 665 nm / 565 nm en funcién del tiempo.
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3.12.3. Microscopio de reflexiéon total interna empleado para

smFRET

El microscopio de reflexion interna de fluorescencia (TIRFM) utilizado fue
construido por el laboratorio de la Universidad de Wageningen (Paises Bajos) y cuenta
con 4 canales de excitacion por laser (alternados) y tres canales de emision. Se puede
utilzar para estudios de smFRET en combinacion con ALEx (descrito posteriormente)
para detectar cientos de moléculas tinicas en paralelo. A continuacién se discutiran

las caracteristicas esenciales del equipo para entender los experimentos (figura [3.3)).

a) La figura A muestra un esquema de cémo una caja laser en la
trayectoria excitacion provee secuencias bien definidas de iluminacién roja
(R) y verde (V). El laser es enfocado a través de los lentes hacia el plano
focal posterior del objetivo con el fin de crear un campo evanescente que
excite a los fluoroforos fijados a la superficie del vidrio. La fluorescencia
de estos es colectada por el mismo objetivo y filtrada espacialmente con
una apertura rectangular, luego es visualizada en diferentes regiones de la

camara CCD.

b) La figura|3.3|B describe como en la microscopia de fluorescencia de reflexion
interna total el laser se enfoca en el plano focal posterior del objetivo de tal
manera que la luz del laser se refleja en la interfase vidrio/agua. Con esto se
creara un campo evanescente con una intensidad que cae exponencialmente
en funcion de la distancia (100 nm). Por lo tanto, solo un pequenio volumen

contiguo de vidrio es iluminado.

c) La figura C es una ilustracién de los cuadros esqueméticos obtenidos
después de la excitacion del donador (cuadro verde) y de la excitacion
directa del aceptor (cuadro rojo) mediante este diseio de microscopio.
La fluorescencia de las particulas individuales son asociadas a través
del campo de visién y los puntos individuales resultan en un conteo de
fotones que puede ajustarse a diferentes modelos; ademaés, la intensidad de
fluorescencia de cada punto en el campo de visiéon origina trayectorias de

tiempo para cada molécula.
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Figura 3.3: Descripciéon del microscopio de reflexion total interna utilizado para
experimentos de molécula tnica. a) Esquema del TIRFM b) Esquema del proceso de
fluorescencia de reflexion interna total (TIRF, por sus siglas en inglés), c) Ilustracion
de los resultados obtenidos con el TIRFM.
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3.12.4. Excitaciéon alternada por laser

ALEx son las siglas en inglés de la excitacion alternada por laser. Esta técnica se
combina con smFRET permitiendo la deteccion del fluoroforo donador (DD) (y su
subsecuente transferencia de energia, DA), asi como la excitacion directa del aceptor
(AA) posibilitando la verificacion de la presencia de los dos fluoréforos en la molécula.
Ademas, la deteccion del aceptor después de su directa excitaciéon permite introducir
el nuevo parametro llamado estequiometria S* (no corregido) y que esté definido en

la ecuacion [3.6]

DD+ DA
DD+ DA+ AA

*

(3.6)

Donde DD y AA es la intensidad de los fotones emitidos del fluor6foro donador
y aceptor después de su directa excitacion, respectivamente. Mientras DA es la
intensidad de fotones emitidos por el fluoréforo aceptor debido a la transferencia
de energia del fluor6foro donador. En la figura se muestra un esquema de un
DNA marcado con los fluoroforos donador y aceptor su representacion grafica en
un histograma 2 D. El eje Y es el parametro S* y el eje X la eficiencia de FRET
no corregida, graficando de esta manera los datos obtenidos del FRET nos permite
separar claramente especies que no se pueden distinguir en una grafica de solo E*.
Por ejemplo, una poblaciéon que erréneamente se identifico como con una eficiencia
baja de FRET puede que en realidad este compuesta de moléculas cuyo aceptor ya

este apagado.



CAPITULO 3. MATERIALES Y METODOS 32

Ao 1 B,
™ 1 <
2
£
g m
. -
wn
N *
= )
1}
92 @
§ 'g 0.4
4’:; 3
- - G g o2 Vit
v 3 i
“Tme --=28 Du 0.2 0.4 06 08 1 400 800
0 Eficiencia de FRET E* 10 Eficiencia de FRET E* Fotones

Figura 3.4: Resultados simulados de un experimento de smFRET A) Esquema de
diferentes construcciones de DNA con sus respectivos fluoréforos. B) Resultados
graficados en un histograma 2 D de las diferentes construcciones de DNA (mostradas
a la izquierda). La region I corresponde a una construccion con el donador emitiendo
fluorescencia y sin el aceptor, la region I es una molécula que contiene dos donadores
y un aceptor, la region IIT y IV (tienen la misma esquiometria, es decir, la misma
cantidad de fluoréforos en la molécula) pero debido a que la distancia entre estos
fluoroforos es diferente se pueden distinguir entre una poblacion con alta y baja
eficiencia de FRET. La region V representa una molécula con el aceptor emitiendo
fluorescencia y sin el donador emitiendo. Imagen obtenida de Hohlbein [17].

3.12.5. Preparaciéon de las muestras

Las mediciones se realizaron fijando las construcciones de DNA a un cubreobjetos
sometido a un tratamiento descrito a continuaciéon. El cubreobjetos tuvo un
tratamiento térmico de 500 °C por una hora (rapidez de calentamiento de 90 °C/h
y enfriamiento de 150 °C/h). Para no contaminar el cubreobjetos es importante
sostenerlo en todo momento de los costados. Se modific6 quimicamente la carga de
la superficie del cubreobjetos (a una carga positiva, grupo amino) sumergiéndolo
con 50 mL de acetona y 1 mL de Vectabond® (mezcla de aminos-silanos, Vector
laboratories) por 5 minutos y se desecha la soluciéon. Se realizan 3 lavados de 50 mL
de acetona y otros 3 de agua con una incubacién de 1 minuto antes de desechar. Se
secan con nitrogeno y se colocan canastillas (CW-8R-1.0, diametro 8- 6mm X 1 mm
profundidad, 15-30 L, no estéril, obtenidas de GRACE bio-labs) verificando que no

haya burbujas. Cada canastilla se incuba con una solucién de 400 pl. amortiguador
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MOPS (50 mM, pH 7.5, filtrado), 80 mg de NHS-PEG (P.M. 5000 Da, Laysan Bio) y
3 mg de biotina-PEG-NHS (P.M. 5000 Da, Laysan Bio), en este paso se da la reaccién
del grupo amino que se encuentra en la superficie reacciona con el grupo ester del NHS
(por lo que el se fija el PEG o PEG-biotina). Después de 3 horas de incubacion cada
carril de la canastilla se lava con amortiguador PBS. Para el experimento, se incub6
neutraavidina (0.02 mg/mL) en la canastilla por 1 minuto seguido de la incubacion
de 3-5 minutos por las diferentes construcciones de DNA a concentraciéon 100 pM
(un esquema es presentado en la figura . Se realiz6 una medicion de smFRET.
Luego se dejoé incubando una noche con la proteina y se realizo en seguida la siguiente
medicion. Finalmente, se removi6 la proteina del complejo para realizar una medicion
final del DNA solo (con el fin de verificar su estabilidad).

Se obtuvieron las iméagenes de las moléculas de DNA mediante el microscopio
descrito anteriormente de una solucién que consistia de 12.5 uL a 3 uM de C4S, B en
amortiguador fosfato (20 mM, pH 7.4), 11.5 puL. 2 mM Trolox (apagador del estado
triplete), 0.7 uL de glucosa (40%) y 0.5 ul de Gloxy (mezcla de glucosa oxidasa,
glucosa catalasa). Esta soluciéon se sell6 con un cubreobjetos y se utiliz6 ALEx con
una potencia de 1.5 mW para el laser verde (561 nm) y de 0.75 mW en el rojo (640
nm), alternandose cada 50 ms y adquiriendo 1000 cuadros por pelicula. Los datos

fueron analizados mediante el software Matlab™,

%Bioﬂn LBioﬁn TBiofin

NeutrAdivin NeutrAdivin NeutrAdivin
Biofin Biotin Biotin

PEG PEG PEG PEG PEG PEG PEG PEG pPec PEG PEG PEG PEG

NH NH NH NH NH  NH NH NH NH NH NH NH NH
L1 L1 | | | | | | | |

Biotin

Figura 3.5: Esquema de las moléculas de DNA marcadas con los fluoréforos. Asi como
del vidrio posterior al tratamiento, donde se aprecia que la neutraavidina funciona
como puente entre el vidrio y la construccion de DNA.
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3.13. Ensayo de intercalacién del bromuro de etidio

Las mediciones se llevaron a cabo utilizando el fluorimetro Varian™ Cary
Eclipse®. Las muestras fueron excitadas con luz a A = 482 nm (ancho de banda
de 10 nm) y registrando el espectro de emision de 550 a 800 nm (ancho de banda
de 5 nm). El bromuro de etidio (BrEt) se disolvié en amortiguador fosfato 10 mM
a pH 7.4 a concentracion de 500 nM final. Posteriormente se anadi6 DNA de 2000
pb a una concentracion final de 180 nM y se dejé incubar una noche. A medida que
el BrEt se intercala en el DNA este aumenta su fluorescencia debido al ambiente
hidrofébico que rodea a las moléculas. Las disoluciones de DNA con BrEt intercalado
posteriormente fueron tituladas con CyS,,B a un volumen final de cada disolucién de
80 pL. La fluorescencia relativa (F.R) se calcul6 como el valor absoluto de la variable
descrita por la ecuacion

Fo. — F
FR. obs BrEt

= 3.7
Fpna-pret — Fpret (3.7)

Donde F,,, es la fluorescencia de la muestra, Fpya_prg: la fluorescencia del
complejo DNA con bromuro intercalado (NP 0) y Fp,g la fluorescencia del BrEt

en solucién acuosa.
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Resultados

4.1. Expresion y purificacion de la proteina 4508

Mediante un gel SDS-PAGE y MALDI-TOF MS se verifico la pureza de las
proteinas C4S,B. En el gel de SDS-PAGE (figura S. el peso molecular de
C4S,B no corresponden al valor esperado. Este hecho ya habia sido observado
por Hernandez-Garcia [23] y se sugiri6 que la movilidad reducida en el gel
era debido al bloque C,. Mientras el peso molecular medido por MALDI-TOF
(figura S. estd en concordancia con el peso tedrico de C4S,, B. Los espectros de
MALDI-TOF de C4S,,B se encuentran en el rango de las masas teéricas esperadas
CySoB (P.M.ye, = 38,4078 y P.M..,p, = 38,422.6), C4S4B (P.M.4, = 41,331.8
y PM.., = 41,321.56), C4S10B (P.M.e, = 44,749.2 y P.M..,, = 44,786.76),
CyS10B (P.M.yeo = 44,749.2 y P.M..,, = 44,675.84), C4S14B (P.M.4eo = 47,0275 y
P.M..., = 47,008.83).

35
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4.2. Efecto de la concentraciéon en el autoensamblaje
medido por uv-vis

En esta seccion se estudié el autoensamblaje de las cuatro proteinas en funcion
de la concentracion mediante uv-vis. De estudios previos se conocia que las proteinas
CyS190B y C4S14B se autoensamblan en particulas tipo rodillo en concentraciones por
encima de la concentracion critica (CC) [30]. En la figura [4.1] se muestra el espectro
de absorbancia de C;S1oB a diferentes concentraciones (los espectros de absorcion de
las proteinas Cy Sy B, C4S14B y C4S14B se encuentran en la figura suplementaria .

Claramente, se observa un desplazamiento del maximo en el espectro de absorcion
(efecto batocromico) al aumentar la concentracion de las diferentes proteinas. Este
efecto batocrémico se ha observado en moléculas organicas que forman oligbmeros

[43, 144], asi como al cambio de fase en surfactantes (como el SDS) entre el estado

Absorbancia

190 195 200 205 210 215 220 225
Longitud de onda (nm)

Figura 4.1: Espectro de absorbancia normalizado de las proteina C;S1oB en funciéon
de su concentracion.
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monomérico y micelar [45].

Para una vision mas clara sobre como afecta el efecto batocrémico en nuestro
sistema, se grafico la diferencia del méaximo en funciéon de la concentraciéon de
las diferentes proteinas (figura , se puede apreciar un cambio abrupto en el
efecto batocréomico que se puede asociar con una concentraciéon critica de cambio
de fase en todas las proteinas. La CC de CyS19B y C4S14B marca el cambio de
fase entre monoémeros a particulas tipo rodillo, si atendemos a los resultados de los
experimentos de AFM mostrados posteriormente (seccién , pag. . Asi mismo,
la CC de CySyB y C4S4B pudiera deberse a una oligomerizacion dependiente de la
concentracion.

Las concentraciones criticas de las cuatro proteinas se encuentran en el rango

de micromolar. Para el caso de CyS10B v CyS14B, la CC sigue la misma tendencia
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Figura 4.2: Concentracion critica de autoensamblaje de las proteinas: CySoB (m),
C1S,B (A), C1S10B (@), C4S14B (®) El simbolo es mayor a la incertidumbre en la
mediciéon. El experimento fue realizado 3 veces.
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mostrada en experimentos de dispersion de luz hechos por Armando [30]. Ademaés,
los resultados evidencian un efecto de la longitud del bloque ”.5,” en la CC de las
proteinas. Aunque en primera instancia uno esperaria que a mayor tamano del bloque
de autoensamblaje 7 S,,” menor fuera la CC de Cy.S,, B, la falta de esta tendencia puede
deberse a que las proteinas CySoB (CC = 10 uM) y C4S4B (CC = 10 pM) no forman
particulas tipo rodillo, mientras que las proteinas con el bloque ”.S,,” donde n > 10
si lo hacen. Esto provoca un coste energético en la formacion de las particulas tipo
rodillo y, por ende, la proteina CyS1oB tiene una mayor CC (30 uM). Por su parte, la
proteina CyS14B tiene la menor CC (5 pM) debido a su mayor interaccion hidrofobica

por el bloque 7514
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4.3. Determinaciéon de la interaccién proteina-DNA
y los factores que la afectan

En esta secciéon se intentarda entender con mayor profundidad la interaccion
proteina-DNA mediante diversas técnicas como son el cambio en la movilidad

electroforética (EMSA), dispersion de luz y fluorescencia.

4.3.1. Efecto de la longitud del molde de DNA

El efecto de la longitud del molde en la interaccion proteina con DNA se estudio
mediante la técnica EMSA. Los geles se muestran en las figuras S[7.8 S. [7.9).
En la figura se muestra el balance de carga (o la concentracion micromolar
entreparéntesis) necesaria de Cy1SoB o C4S1oB para unir al 50 % de DNA como
funcion de la longitud del DNA. Para ambas proteinas se observa que la concentracion
necesaria para unir al 50 % de DNA es de 0.5 uM para moldes de DNA mayores a 250
pb. Ademas, un cambio notable en la interaccion ocurre cuando el tamano del DNA
es menor a 100 pb. A pesar que se podria argumentar que la diferencia de afinidad se
debe a la diferencia de la matriz que hay en un gel de agarosa (DNA > 250 pb) que
a la de un gel de acrilamida (DNA < 100 pb), esto se descarta al observar la misma
tendencia en los DNA < 100 pb (que se analizan en la misma matriz de acrilamida).
La dependencia de la longitud podria sugerir un mecanismo de nucleacién-elongacion
en el que es necesario formar un nicleo critico de proteinas unidas al DNA antes de
comenzar la elongacion de la particula (este mecanismo se corrobora mas adelante
utilizando dispersion de luz, secciéon pagina . La interacciéon proteina-DNA
y su dependencia en el tamano del molde de DNA queda esclarecida al comparar
la concentracion de €4S, B al 50 % de union de los DNA de 2000 y 10 pb. Con la
proteina CyS1pB (cuadro negro) se requiri6 alcanzar una concentracion casi 4 veces
mayor para unir al 50 % de DNA 10 pb, en comparacion con su uniéon al de 2000 pb.
C4SyB contrasta todavia mas este hecho necesitando casi 10 veces mas concentracion,

para la comparacion correspondiente. Al comparar la union de CySyB y CyS19B con
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DNA al 50 % del molde de 10 pb se infiere que el tamano del bloque S,, afecta en la
interaccion proteina-DNA (tema que es estudiado més a fondo en la siguiente seccion).
En el virus del CCMYV se ha encontrado que la interacciéon entre la proteina de capside
con el RNA [46], 47| disminuye al decrementar el tamano del molde de RNA, en este
caso se ha sugerido que se debe a una cuestiéon de mecanismo o la necesidad de una
proporcion especifica de masa de proteina/RNA.

En la figura también se expone el balance de carga (NP) necesario para unir
C4S,B con el 50% de DNA. Se muestra que para los moldes de DNA mayores a
250 pb el balance de carga necesario para unir al DNA al 50 % es de 0.5, es decir,
en un régimen de exceso en los sitios de union de DNA. Mientras para moldes de
DNA menores a 100 pb el NP de unién al 50 % es mayor a 2 (régimen de exceso de

proteina).

(5.35)10 =

(4.28) 8 =
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NP de 50% de unién al DNA ([C4S,B] uM)
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0 100 200 500 1000 1500 2000
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Figura 4.3: Efecto de la longitud del molde de DNA en la interaccion con CySyB (2)
y C4S10B (m). La linea puntuada es solo una guia para los ojos. La incertidumbre esta
en NP y esta calculada como la desviacion estandar de tres experimentos
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4.3.2. Efecto del tamano del bloque de autoensamblaje

Una vez establecida la dependencia del tamano del molde en la interaccién
proteina-DNA, surgi6 la pregunta de cual era el efecto de la longitud del bloque S,,
en esta interaccion. Mediante la técnica EMSA se dio a la tarea de responder dicha
pregunta (los geles se muestran en las figuras S. , S.. El balance de carga
para unir al 50 % de DNA (y entre paréntesis la concentracion de la proteina CyS,,B)
en funcion del tamario del bloque S,, se muestra en figura [4.4] en la que se observa
que la concentracion necesaria para unir al 50 % de DNA en funcion del bloque S,
muestra la misma tendencia para los dos diferentes tamanos de DNA (10 pb y 2000
pb). Cabe resaltar que para unir el DNA de 10 pb al 50 % (figura 4.4, m) todas las
proteinas necesitan concentraciones mayores a 1 uM o visto desde el NP, se requiere
un régimen de exceso de proteina. Por el contrario, para que C45,, B una al DNA de

2000 pb al 50 % (figura [4.4] ») las concentraciones son menores a 1 M o en terminos
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Figura 4.4: Relacién del tamano del bloque S,, en la interaccion C4S, B — DN A para
los moldes de DNA de 2000 pb (2) y 10 pb (m). La incertidumbre es de los datos de
NP y esta calculada como la desviacion estandar de 3 experimentos.
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del balance de carga (NP), en un régimen de exceso de DNA.

A pesar que no se esperaba ningin cambio en la interaccion C4S,B — DN A al
variar el bloque de autoensamblaje (.S, ) debido a que el bloque de unién proteina-DNA
(B) es idéntico en las cuatro proteinas, estos resultados muestran la existencia de
un segundo mecanismo en competencia, sugiriendo una interacciéon proteina-proteina
dependendiente del tamano del bloque S,,, donde a mayor longitud del bloque S,
mayor serd la interacciéon proteina-proteina y, por ende, menor la interacciéon con
el DNA. Aunado a esta hipotesis se encuentran los experimentos de potencial Z
realizados por Hernandez-Garcia [23], en los que el complejo CyS10B — DN A exhibe

la coexistencia en solucién de dos especies a un NP menor a 7.
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4.3.3. Efecto de la temperatura y cinética en la interacciéon

C4S,,B con DNA

El efecto de la temperatura y la cinética en las interaccion proteina-DNA también
se investigd empleando la técnica EMSA (geles en figuras S. , S. . Se examin6
la dependencia de la interaccion CyS, B — DN A con la temperatura de una muestra
de C4SoB o (C4S10B a temperatura ambiente o calentada previamente a 70 °C y
se mezclo con una solucion de DNA. El NP al 50% de unién calculado a partir de
los geles se muestra en la figura [£.5] Se observa que al calentar cualquiera de las dos
proteinas disminuye la concentracion necesaria para unir al DNA al 50 %. Este cambio
se relaciona con la ecuacién de vant Hoff, si suponemos que la entalpia de reacciéon
es independiente en este intervalo de la temperatura entonces se puede calcular que
AH > 0, sin embargo no se sabe si este cambio es debido a la interaccion a alta
temperatura o a un cambio estructural de la proteina. Experimentos de dispersion
de luz en funcién a la temperatura mostrados més adelante (seccion m, péagina
50)) exhiben una disociaciéon de la particula tipo rodillo a una temperatura mayor a
95 °C por lo que a esa temperatura no se podria considerar constante la entalpia de

reaccion.

(0.86)1.6
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Figura 4.5: Efecto de la temperatura en la interaccion CyS, B — DN A. Utilizando la
proteina CySoB (m) o CyS19B (m) con DNA de 2000 pb. La incertidumbre esta dada
en NP.
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En la figura [4.6]se examina el balance de carga para unir al 50 % de DNA depende
del tiempo y se encuentra en equilibrio a los 60 minutos. Estos datos fueron calculados

a partir de los geles mostrados en figura S. [7.14]
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Figura 4.6: Cinética de la interaccion CyS19B con DNA de 2000 pb. La incertidumbre
estd dada en NP.
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4.3.4. Ensayo de fluorescencia PIFE-FRET para determinar

la constante de interaccion

En esta secciéon se estudio la interaccion proteina DNA mediante una técnica
fluorescente. Los espectros de emision estéan en las figuras S. La proporciéon de
la intensidad de los espectros de emision 665 nm / 565nm como funcion del balance
de carga y entre paréntesis la concentracion de (S, B se muestra en la figura [4.7]
La proporcion de la intensidad de los espectros de emision 665 nm / 565 nm puede
ser vista como una medida de la energia transferida del fluoréforo Cy3 al Cy5 cuando
se excita Cy3 con luz. Al inspeccionar la figura 4.7] se muestra que la proporcion
de la intensidad 665 nm / 565 nm al inicio es de 0.3 para todas las proteinas y
esta proporcion se mantiene constante hasta que el balance de carga NP es mayor
a 1 (cuando existe un régimen de exceso de proteina). Un notable incremento en la
proporcion de la intensidad 665 nm / 565 nm se observa para las proteinas con n
> 4 en el bloque S,,. Para explicar estos resultados es importante mencionar que
todos los fluoréforos tienen dos diferentes estados conformacionales, cis y trans que se
encuentran en equilibrio. En el caso de Cy3, estos estados conformacionales absorben
y emiten luz con diferente eficiencia (también existen fluoroforos que sus dos estados
absorcen y emiten de luz con la misma eficiencia). Cuando este equilibrio es restringido
espacialmente por una molécula, en este caso la proteina C4S, B el fluoréforo Cy3
incrementa su fluorescencia (efecto PIFE). Ademés, un cambio conformacional del
DNA al interactuar con C'yS,, B podria entrar en juego disminuyendo la distancia entre
los fluor6foros y, por ende, aumenta la fluorescencia del emisor (efecto FRET). Este
proceso se conoce como PIFE-FRET y se describe a mayor profundidad por Ploetz
[19]. Con todo lo anterior, se infiere que la proteina con el bloque Sy no restringe
al fluoréforo Cy3. Esto se corroboré utilizando una construccion de DNA que solo
tuviera el marcador Cy3 (figura S. mezclada con CySoB o CyS19B, en donde
se evidencio que C4S19B ejerce un aumento en la fluorescencia mientras CySoB no,
por lo tanto, se puede afirmar que el bloque S,, es el responsable del efecto PIFE. En

tanto, se mostrara mas adelante (seccion péagina que también existe un efecto
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Figura 4.7: Evaluacion del efecto PIFE-FRET midiendo la proporcion de la intensidad
565/665 del DNA marcado fluorescentemente con las cuatro proteinas: a) CySoB (W),
b) C,S,B (A), c) CyS10B (®) d) CyS14B (#). Las lineas continuas representan el
ajuste de Boltzmann (funcion sigmoide). La linea punteada solo es una guia para los
0jOs.

FRET relacionado a este proceso provocado por el bloque B de union inespecifica.
Por ltimo, de la ﬁgura se tomo el valor al 50 % del ajuste de Boltzman (lineas
solidas) y se relacioné como una constante de interaccon de las proteinas por el DNA
(para las proteinas donde n > 4 en el bloque S,); Con esto se puede concluir que
la longitud del bloque S,, afecta en la interaccion con DNA (Kg,, > Kg,, > Kg,).

Reafirmando el efecto del tamano del bloque S, visto ateriormente mediante la técnica

EMSA.
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4.3.5. Efecto del balance de carga en la intesidad de la luz

para la particula viromimética

Aunado a los estudios de interaccion, se evalué el efecto del balance de carga
de CyS10B — DN A en la intensidad de la dispersion de luz. En general, la figura [4.8
muestra la existencia de dos fases en el proceso de autoensamblaje de CyS10B— DN A.
La primera fase es cuando el NP es menor a 1 (exceso de DNA) y muestra la pendiente
més acentuada; esta fase probablemente se deba a una etapa de nucleacion entre la
proteina con el DNA. Mientras que la segunda fase se da a NP > 1 (régimen de exceso
de proteina) y seria ocasionada por la elongacion de la particula. Las suposiciones
realizadas de las interacciones que se conllevan en cada fase seran confirmadas mas

adelante.
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Figura 4.8: Dependencia del balance de carga del complejo CyS10B — DNA en la
intensidad de luz dispersada.
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4.4. Mecanismo de autoensamblaje

En esta seccion se elucida el tipo de mecanismo de auto- y desensamblaje de la
proteina C4S10B, asi como el tipo de mecanismo de coensamblaje con DNA. Para este
fin se realizaron rampas de temperatura y se midi6 la dispersion de luz. La literatura
sugiere el método de rampas de temperatura como el mas viable para determinar el
tipo de mecanismo de ensamblaje debido a que experimentalmente es més sencillo
adquirir una gran cantidad de datos que conlleven a la determinacion del tipo de

mecanismo |15, [16].

Mecanismo de autoensamblaje

El mecanismo de auto- y des- ensamblaje de CyS1¢B se estudié mediante dispersion
de luz estatica y dinamica (ﬁgura. Una disolucion de la proteina a 88 uM (superior
a la concentracion critica, CC) se someti6é a una rampa de temperatura partiendo de
85 9C y enfriando lentamente a 10 °C (figura , O). En este grafico se aprecia que el
grado de agregacion aumenta conforme se baja la temperatura. En seguida, la solucion
se calent6 a la misma velocidad de enfriamiento hasta 350 K (figura 4.9, O), pero a
pesar de utilizar la misma velocidad, se observa que las curvas de enfriamiento y
calentamiento no cambian de fase a la misma temperatura, presentando un fenémeno
de histéresis en el autoensamblaje y desensamblaje de CyS¢B.

El grado de agregacion se ajusta al modelo de nucleacién-elongacion de Van der
Schoot [40] (parametros en la figura S. [7.17). En este modelo se asume una etapa de
nucleacion a temperaturas mayores que 7, y una etapa de elongacion a temperaturas
menores que T,. Debido a que las interacciones del autoensamblaje son guiadas
por interacciones no convalentes, en este caso, la interacciéon proteina-proteina seria
mediada por el bloque hidrofébico Sig, se asume que el cambio de temperatura es
capaz de llevar a la proteina de un estado de nucleacion a un estado de elongacion de

manera reversible.
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Figura 4.9: Efecto de la temperatura en el grado de agregacién adquirido por
dispersion de luz de la proteina C4S19B a una concentracion 83 pM (encima de
la concentracion critica). Autoensamblaje (O) y desensamblaje (O). Los datos de
calentamiento y enfriamiento se ajustaron a un modelo de nucleacién-elongacion
(linea punteada rosa y solida negra). Las proteinas CyS1oB a 10 uM (debajo de la
concentracion critica, +) y C4SoB (carente del bloque de autoensamblaje S, «) a 88
#M también se muestran. Las flechas indican la direccion de la rampa de temperatura.

En la misma figura se compara el grado de agregacion de la proteina CyS10B
a 88 uM (encima de su CC) con los de la proteina CyS10B a concentracion 10 pM
(debajo de su CC) y de C4SoB a 88 uM (carente del bloque de autoensamblaje).
Con esto se comprueba que el autoensamblaje de la proteina CyS19B depende de la
concentracion y temperatura, debido a que al estar a una concentracion debajo de su
CC (10 M) no se forman particulas tipo rodillo y la proteina CySoB a 88uM se uso6

como testigo ya que carece del modulo S,, que media el autoensamblaje.
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4.4.1. Mecanismo de autoensamblaje utilizando DNA como

molde

Se estudio el tipo de mecanismo de autoensamblaje que sigue CyS10B (a 10 uM,
debajo de la CC) utilizando como molde DNA (10 nM) midiendo el efecto de la
temperatura en el grado de agregacion mediante dispersion de luz estatica y dindmica
(figura . Los datos se ajustaron al modelo de nucleacion-elongacion de van der
Schoot (ecuaciaciones y 34 pagina los parpardmetros se encuentran en la
figura S. en donde la formacion de la particula empleando la proteina CyS1oB
y DNA como molde se llevaria a cabo por este tipo de mecanismo.

Se muestra que el tipo de mecanismo que sigue el autoensamblaje de CS10B
(seccion anterior) y el complejo CyS190B — DN A es de nucleacion-elongacion. En este
tipo de mecanismo es necesaria la formaciéon de un nucleo critico para que inicie
la etapa de elongacion. Este nucleo critico en el autoensamblaje de C4S1oB estara

compuesto de varias proteinas asociadas, mientras en el autoensamblaje de CyS10B —

1.0 —
of 4P & dﬂj as)
-1 S el T R s U

- = = = nix]
< 0.8 - = H
c mau|
<) . m
c
G 0.6 —
O
©
& 4
Q
S
o 0.4 —
©
()
g 4
S 02-
©
S
9 ] OO0

0.0 - ZX¥xEXM%Xxﬁgéﬁﬁééﬁﬁéﬁﬁéﬁﬁﬁp— A

290 300 310 320 330 340 350 360
Temperatura (K)

Figura 4.10: Efecto de la temperatura en el grado de agregacion medido por dispersion
de luz de la proteina CyS10B (10 puM, debajo de CC) con DNA (10 nM) (O).
Comparacion con los datos de la proteina CyS10B a 10 uM (2) o DNA 10 nM (x)
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DN A el nucleo constara de proteinas interaccionando con el DNA. Este hecho se
demuestra al comparar el grado de agregacion del DNA o proteina solas (rojo y verde
respectivamente) con el del complejo CyS190B — DN A (negro). Incluso al comparar
los pardmetros termodinamicos (figura S. del autoensamblaje de CyS1pB con
los de C4S10B — DN A se muestra que la constante de activacion (K,) es mayor para
este dltimo, indicando un menor grado de cooperatividad en este proceso. Por lo
tanto, el niumero de proteinas (figura S. que necesita el nicleo para dar inicio al
autoensamblaje de CyS10B — DN A es menor que el que necesita CyS19B. Asi mismo,
al comparar la entalpia de elongacion de los 2 diferentes procesos de autoensamblaje,
se observa que se favorece el crecimiento de la particula del complejo CyS10B — DN A
respecto a CyS19B.

Estos experimentos muestran un mecanismo de tipo nucleacion-elongaciéon para
CyS10B — DNA que concuerda con los experimentos realizados mediante pinzas
opticas de Marchetti [36]. Por otro lado, contrastan con el mecanismo propuesto por
Cingil [35]. Sin embargo, esto no quiere decir que el mecanismo propuesto por Cingil
sea erréneo, ya que a diferecia del estudio realizado por Marchetti y el presentado en
este trabajo, Cingil encapsulé un polimero sintético (con grupos carboxilo y anillos
arométicos) en lugar de un DNA. Esto indica como el ensamblaje espontaneo de
macroestructuras depende del fino balance entre las interacciones de sus bloques de
construcciéon y como la modificacion de alguno de estos bloques puede desencadenar
cambios en el tipo de mecanismo de ensamblaje.

En retrospectiva, en la figura[d.10[se evidenci6 que la interaccion individual de cada
uno de estos dos bloques de construccion (CyS10B y DNA) a bajas concentraciones
no tienen la fuerza suficiente para crear un ensamble, pero en conjunto si.

Cabe mencionar que en otras aproximaciones del experimento se intenté utilizar
otras concentraciones de CyS190B y DN A, sin embargo, la sensibilidad de la técnica no
permiti6é tener mediciones confiables. La siguiente pregunta seria ver como afecta al
autoensamblaje de CyS10B — DN A la modificacion del bloque de construccion DNA
al utilizar diferentes topologias del mismo (circular, lineal y superenrollado). Este

tema se examinaré en la siguiente seccion.
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4.5. Observacion de las particulas tipo virus

4.5.1. Relacioén de la concentracion de la proteina y su tamano

Mediante imagenes obtenidas por AFM se observa que existe relacion entre la
concentracion de la proteina CyS1pB y la longitud de la nanoparticula (figura |4.11])),

tal como lo habia mostrado anteriormente Cazares y colaboradores [34].

2.1 nm 3.5nm

-2.2 nm -2.5nm
Height 600.0 nm

2.1nm

-1.6 nm

Height 1.0 ym

(c)

Figura 4.11: Imagenes obtenidas por AFM de las nanoestructuras formadas por el
autoensamblaje de CyS1pB en funcion de su concentracion a) 500 nM b) 10 micromolar
y ¢) 55 micromolar
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En la figura se muestran las distribuciones del tamano de la nanoparticula
en funcién de la concentracion de la proteina CyS1oB. Mientras en la figura se
observa el efecto de la concentracién en el pico méximo de la distribuciéon de tamano.
La diferencia de estas funciones de distribucién con respecto a las reportadas por
Cazares [34], puede deberse a la histéresis del proceso de autoensamblaje (como se
mostro en las curvas de temperatura), ya que aunque las muestras se equilibraron
por 24 horas, igual que lo realizado por Cézares [34], en su investigacion este
autor parti6 de varias soluciones a las concentraciones deseadas (provocando que
C4S10B se ensamblara), mientras en esta investigacion se inici6 de una disolucion
stock a una concentracion de 110 uM (encima de CC), en la que las nanoparticulas
estaban ya ensambladas. Esta disolucion se diluyé a las concentraciones deseadas
provocando que las nanoparticulas tuvieran que desensamblarse y, por ende, se

observan nanoparticulas de considerable longitud incluso debajo de la CC.
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Figura 4.12: Dependencia de la longitud de la nanoparticula con la concentracion.
a) Funciones de distribucion de la longitud de las nanoparticulas formadas por
el autoensamblaje de C,S51pB para las concentraciones 500 nM, 10 microM y 55
microM. b) Posicion del pico maximo de la distribucion de longitud en funciéon con
la concentracion.
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Efecto de la temperatura en el grado de agregacion de C4S;0B medido por

AFM

Para examinar la relacion de la temperatura en la longitud de la particula se
obtuvieron imégenes por AFM de la proteina CyS1oB a 10 uM a temperatura ambiente
(figura y a 75 % C (figura . En la figura se muestra distribucion
del tamano de la nanoparticula en funcion de la la temperatura. En estas se nota
una disminucion en la funcién de la distribucién del tamano de la nanoparticula al
aumentar de 25 °C a 75 °C que se sugiere es por una menor agregacion de las proteinas

ya que estas interactiian entre ellas por por fuerzas hidrofébicas. Incluso si se toma

Height 590.0 nm
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Figura 4.13: Desensamblaje de CyS10B a 10 uM por la temperatura. Imagenes de
AFM a temperatura a) 20 °C b) 70 °C. ¢) Distribucién de la longitud de la particula
en funciéon de la temperatura.
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el pico maximo de la distribucion a 25 °C y se divide entre el pico méaximo de la
distribucién a 75 °C se calcula que la particula reduce 3 veces su longitud. Estos
datos contrastan con lo encontrado en las curvas de temperatura (seccion figura
donde no se observo un grado de agregacion significativo de la proteina C';.S190B a
10 M. Sin embargo, esto seguramente se debe a que se partié de una disoluciéon stock
80 uM (encima de la CC) provocando que la particula tuviera que desensamblarse a
través de dilucion.

Cabe senalar que este proceso de histéresis en el ensamblaje ha sido encontrado
en virus naturales [12], en los que se observo que el proceso de desensamblaje necesita

mayor energia que el de ensamblaje.
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4.5.2. Coensamblaje de la proteina C41S;0B con DNA

En esta seccion se obtuvieron imagenes mediante AFM para recapitular las
propiedades de interacciéon y condensacion del dsDNA lineal utilizando C4S10B
mostradas por Hernandez-Garcia [23]. Para este fin, se obtuvieron primero iméagenes
del dsDNA lineal (figura de 732 pb y de la particula viromimética obtenida
por el coensamblaje de CyS10B — DN A (figura [4.14D)). Se ratifico la formacion de
particulas tipo rodillo y se cuantifico la distribucion de la longitud del dsDNA lineal y
las particulas tipo rodillo (figura . Al dividir los picos méximos de cada funciéon
de distribucion se confirmé que la proteina C4S19B condensa el DNA lineal en un

factor de 3 veces, aproximadamente.

Frecuencia

50 100 150 200 250 300
Longitud (nm)

[ ~DN 732pb
I/ ON 732pby C,S, B

()

Figura 4.14: Coensamblaje del virus artificial. Imagenes de AFM de a) dsDNA lineal
de 732 pb, b) Particula tipo rodillo formada por la interaccion DNA y CyS10B (NP
6), ¢) Funciones de distribucion de la longitud del DNA solo (rojo) y con Cy4S1oB
(azul).
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4.5.3. Efecto de emplear diferentes topologias de DNA en el
autoensamblaje de C,S;0B — DN A

Una pregunta interesante era como afectaria el empleo de diferentes topologias
del DNA al ensamblaje de la particula tipo virus ;Se seguirfan observando particulas
tipo rodillo lineales? Para responder esta pregunta se estudié el autoensamblaje de
CyS10B — DN A con cada una de las tres diferentes topologias de un plasmido de
2645 pb: lineal, circular y superenrrollado adquiriendo imagenes de AFM. Primero se

obtuvieron iméagenes de las moléculas en las tres diferentes topologias (figura |4.15))

Heiht | | 1.0 um
()

Figura 4.15: Imagenes tomadas por AFM de las diferentes topologias del plasmido a)
Lineal, b) Circular, C) Superenrrollada.
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y, posteriormente, de las particulas formadas por coensamblaje con CyS19B a NP 6
(figura . De las imégenes obtenidas, se aprecia que variar la topologia del DNA
no cambia la estructura final de las particulas formadas. A pesar de que en estas
imégenes, pareciera que las particulas no han alcanzado el equilibrio, debido que
se visualizan fragmentos de DNA sin interaccionar con CyS1oB (figura . Para
descartar que el autoensamblaje no llegé al equilibrio se incubaron las muestras por

dias y se observo el mismo resultado.

Figura 4.16: Imagenes de AFM de las particulas viromiméticas formadas de la
interaccion CyS, B — DN A. Los complejos de CyS190B con cada una de las tres
diferentes topologias del plasmido p-redox a) Lineal, b) Circular, ¢) Superenrollado y
d) Acercamiento de la imagen de AFM de las particulas viromiméticas formadas de
la interaccion CyS19B con plasmido p-redox lineal.
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Este fenémeno, en el que C4S19B no se une por completo al DNA puede deberse a
alguna contaminacion por parte del plasmido que impide la condensaciéon del mismo.
Para verificar esta hipotesis se realizo el mismo procedimiento incubando el plasmido
lineal con C,S14B (figura y se observo la misma tendencia. Estos resultados
aunados con la verificacion de la condensacion del DNA lineal de 732 pb con C4SoB
(seccion anterior) sustentan la hipotesis que el DNA plasmidico contiene alguna
contaminacion (por ejemplo, sales que compiten con la interaccion electrostética para
que se de el autoensamblaje). Debido a lo expuesto anteriormente, los resultados no
dan una respuesta clara de la pregunta planteada al inicio de la seccion. Una propuesta

a futuro es cambiar el método de purificacion del DNA en sus diferentes topologias.

Height T.0pum

Figura 4.17: Particulas formada por CyS14B con plasmido lineal
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4.6. Estudio de la condensacion del DNA

A partir de experimentos de AFM realizados por Hernéndez [23] y reproducidos
aqui se conocia que CyS19B y C4S14B fueron capaces de interaccionar y condensar
hasta 1/3 de su longitud original al DNA, por lo que el DNA tiene que sufrir un
cambio estructural para reducir su longitud en la particula tipo virus. Para obtener
una mayor comprension del empaquetamiento del DNA en la particula viromimética
se realizaron experimentos de FRET y smFRET utilizando una construcciéon de DNA
lineal de 80 pb marcada con los fluoréforos ATTOT™550 (donador) y ATTOT™647N
(aceptor) separados por 14, 18, 24 6 28 pares de base (4.76, 6.12, 8.16 6 9.52 nm,
respectivamente).

Inicialmente se obtuvieron los espectros de emisién de cada una de las cuatro
construcciones de DNA al interaccionar con C;S10B a través del tiempo para
corroborar que existia un cambio conformacional en el ensamble. Un espectro
representativo se muestra en la figura [4.18 los demés espectros se encuentran en
la figura S.[7.20]

En estos espectros de emision se verificd el cambio de la fluorescencia a 665 nm
a través del tiempo debido al cambio conformacional del DNA inducido por C4S1¢B.
En el grafico insertado de la figura [4.18 se ve que este cambio conformacional del
DNA (la proporcion de la intensidad 665 nm / 565 nm) alcanza el equilibrio a las 15
horas de incubacién para las condiciones dadas.

Aunque se podria intentar extraer mas datos de estas graficas como la eficiencia
de FRET para posteriormente calcular las distancias y finalmente obtener un modelo
estructural, esto es impedido por el desconocimiento del patréon exacto del etiquetado
con los fluoréforos y, por ende, no tener certeza de qué todas las moléculas incurren
en el proceso de FRET.

Con el fin de obtener un modelo de alta resolucion espacial (nanémetros) y
temporal (milisegundos) del empaquetamiento del DNA debido al autoensamblaje de
CyS1oN — DN A se empled la técnica de smFRET. En la figura se muestra una

imagen representativa de los cuadros esquemaéticos obtenidos al excitar el donador,
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Figura 4.18: Espectros de emisién normalizados que reflejan el cambio estructural
de fluorescencia cuando el DNA con distancia entre sus fluoréforos de 9.52 nm
interacciona con CyS10B a través del tiempo. La linea punteada color cian es el
espectro a tiempo cero mientras la azul al tiempo final. El grafico insertado refleja la
proporcién en la intensidad 665 nm /565 nm a través del tiempo.

luego de su subsecuente transferencia de energia al aceptor (cuadro verde), asi como
de la excitacion directa del aceptor (cuadro rojo). Estos cuadros esquematicos son
solo un ejemplo de los mil cuadros obtenidos para cada experimento. En las figuras

S[7.21] S[7.22] SI[7.23] y S[7.24] se muestran los histogramas de eficiencia de FRET

no corregidas (E*) y estequiometria (S*) obtenidas a partir de los analisis de los
respectivos cuadros esqueméticos para cada construccion de DNA, CySioN — DN A
y DNA (con la proteina removida mediante lavados).

A partir de las eficiencias de FRET no corregidas (E*) se obtuvo la distribucion de
distancia relativa D* (figura[4.20)) empleando la ecuacién (pagina[g). Para obtener
las distancias exactas una serie de correcciones deben realizarse (no se detallan).
En la figura [£.20] se muestra para todas las funciones de distribucion que el pico

maximo cambia solo ligeramente. Siendo la variacion més evidente en el DNA con los
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DexDem DexAem AexAem

Figura 4.19: Cuadros esqueméticos representativos de los canales DexDem, DexAem
(cuadro verde) y AexAem (cuadro rojo). Cada punto blanco es una molécula de DNA
emitiendo fluorescencia.

fluoroforos separados por 14 pb, en esta construccién el pico maximo de la funcién de
distribucion es de 6.2 nm (DNA) y se reduce a 4.8 nm una vez agregada la proteina.
Ademas, en esta misma construcion de DNA se nota que la distribucion crece de 0.1
(DNA solo) a distribuciones mayores de 0.6 (C4S10B — DN A) cuando la distancia
es menor al pico maximo (4.8 nm). De igual manera, en los DNA con fluor6foros
separados por las demas distancias, se aprecia que la funcion de distribucién aumenta
a distancias menores de su pico maximo.

Este crecimiento podria ser el principal responsable del cambio que se ve en el
ensamble y no el ligero desplazamiento del maximo en las funciones de distribucion.
Ademas, este representa el acercamiento espacial entre los fluoréforos. Mostrando

una condensacion de las construcciones de DNA cuando se incuban con C4S;oB.
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Aunque en primera instancia se podria pensar que el bloque Sig es el responsable
de la condensacion, esto se descarta al realizar el experimento con la construccion
de DNA con fluoréforos separados por 24 pb y CySyB observandose el mismo efecto
(figura S7.25|), indicando que este cambio en la estructura del DNA se debe a la
interaccion del bloque B (lisinas) con los grupos fosfato del DNA. Una explicacion
para este aumento en la dispersion de las funciones de distribuciéon a distancias
menores del pico méximo del DNA cuando se incuba con la proteina es la existencia
de varias poblaciones del complejo DN A — C4S10B donde cada una interacciona con
el DNA de diferente manera. En este contexto, seria razonable ver un cambio en la

dispersion de las distancias en las que se condensa el DNA ya que el bloque B consta
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Figura 4.20: Funciones de distribucion de la distancia relativa (D*) del DNA
solo ( ) y del complejo DNA — CyS10B (-=--- ). Se utilizaron las diferentes

construcciones de DNA con distancias entre ATTO™550 y ATTOT™647N de a) 14
pb (4.76 nm), b) 18 pb (6.12 nm), ¢) 24 pb (8.16 nm) y d) 28 pb (9.52 nm)
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de lisinas cargadas positivamente que se unen de manera inespecifica al DNA. Aunado
a que los experimentos de AFM que muestran que el DNA se reduce 3 veces su tamano
una vez que interacciond con Cy.519B, esta hipotesis sugeriria que la condensacion del
DNA por el bloque S} surge a distancias més largas.

En los experimentos, se comprob6 la unién de CyS10B con DNA debido a la
disminucién en el conteo de fotones una vez agregada la proteina. Para verificar que
el sistema se encontraba en equilibrio, se utilizaron otras aproximaciones, como la
incubacion en el ensamble y la verificaciéon por AFM de las particulas viromiméticas
formadas, para posteriormente realizar el experimento de smFRET; asimismo, se
realizo la incubacién del DNA con C4S19B por 3 dias antes de la medicién. Aunque
al final ambas aproximaciones coinciden con el resultado de la primera (la incubacion

por una noche).
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4.7. Evaluaciéon del encapsulamiento del bromuro de
etidio del complejo DNA — C,S,,B

Finalmente, se intercal6 la molécula organica bromuro de etidio (BrEt) en un DNA
lineal y se titul6 con C4S,, B para evaluar la capacidad del complejo como sistema de
encapsulamiento. Se obtuvieron los espectros de emision respectivos (figura S.
y con la ecuacion (pagina se calcul6 la fluorescencia relativa en funcion del
NP (figura [4.21). El intercalamiento de esta molécula en DNA esta ampliamente
reportado en la literatura [48, [49] donde se describe que a medida que la molécula se
intercala en el DNA, esta aumenta su fluorescencia debido al ambiente hidrofébico.

Por consiguiente, se interpreta para CySoB que el BrEt intercalado va siendo

desplazado del DNA a medida que se titula y, por ende, disminuye su fluorescencia.
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Figura 4.21: Ensayo del desplazamiento del BrEt al medio acuoso debido a la
interaccion del DNA con las diferentes proteinas: a) CySoB (W), b) CyS4B (@), ¢)
CyS10B (A) y d) CyS14B (V¥). Las lineas punteadas son solo una guia para los ojos.
La incertidumbre es la desviacion estandar de 3 experimentos.
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Por otra parte, las proteinas con el bloque n > 4 muestran de un mecanismo de
desplazamiento que consiste en dos fases. La primera fase consiste en un aumento de
la fluorescencia cuando el balance de carga es menor a 1, sugiriendo que este bloque
S, interacciona con el DNA para crear un ambiente més hidrofébico y asi aumentar
su fluorescencia. Mientras la segunda fase estriba en la exposicion del BrEt al medio
acuoso que conlleva la disminuciéon de la fluorescencia debido probablemente a la
fase de elongacion de la particula viromimética. Estos resultados siguen la misma
tendencia que los expuestos en [50] donde un DNA con BrEt intercalado se titula con
el virus CCMV. Este experimento incluso es consistente con los estudios de interaccion
C4S, B — DN A realizados mediante EMSA y efecto PIFE-FRET donde la interaccion
es dependiente de la longitud del bloque S,,. Lo méas importante de estos resultados
es que muestran la capacidad del sistema para encapsular moléculas que se intercalen
en el DNA. Mostrando que C4SyB v C4.S4B son los casos més prometedores para este
tipo de encapsulamiento debido al minimo desplazamiento del BrEt. Cabe senalar que
se descarta una posible interaccion que afecte la fluorescencia por parte de Cy4S, B
con BrEt al realizar el experimento sin haber intercalado la molécula al DNA y no

observar cambio en el espectro de emisiéon con respecto a la solucion acuosa de BrEt.
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Conclusiones

En esta tesis se estudia el proceso de autoensamblaje de las particulas
viromiméticas C4S, B y su unién con DNA, partiendo de la cuantificacién de las
interacciones hasta el tipo de mecanismo y su conformacion final. Ademas, se muestra
que el autoensamblaje de las particulas viromiméticas dependen de un balance de las
interacciones entre sus bloques de construcciéon y cémo la modificacion de estos, por
pequena que parezca puede desencadenar cambios en la interaccion, por ejemplo, al
variar la longitud del bloque S,, o el tamano del molde de DNA.

Se exhibe la interaccién proteina-proteina en términos de absorbancia
cuantificando la concentracién critica de autoensamblaje y encontrando que esta
se encuentra en el rango de concentraciéon micromolar. En este contexto, un ligero
cambio en los bloques de construccion (CyS,B), como es la longitud del bloque S,
varia la concentracién critica de cambio de fase. Para CyS10B y C4S14B, que son
proteinas que se ensamblan en particulas a una concentracion critica, se clarifica esta
dependencia de la longitud del bloque S, ya que cuando se pasa del bloque Sig a Si4
la CC disminuye de 30 a 8 uM. Mediante AFM se corroboré la existencia de esta CC
para C4S10B, aunque esta CC difiere de la obtenida con abosbancia probablemente
debido a la histéresis del auto- y des- ensamblaje.

Ademés, se examiné como se afectan las interacciones del autoensamblaje de
C4S,,B— DN A al modificar los bloques de construccion. Mediante EMSA se encontré

que al decrecer la longitud del DNA, éste disminuye su afinidad con CySyB y CyS10B
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sugiriendo un mecanismo de nucleaciéon-elongacion donde es necesaria la formacion de
un nucleo critico, aunque otras explicaciones también son posibles, como lo mostrado
por Daniel [51]. Igualmente, se investigo el efecto de la longitud del bloque S,, en la
interaccion con el DNA, insinuando un posible mecanismo en competencia gobernado
por la interaccion proteina-proteina. Esta idea es sustentada por los experimentos de
absorbancia que presentan una CC para todas las proteinas, ademés de la presencia
de dos complejos en soluciéon al medir el potencial zeta a diferentes NP [23]. Esta
dependencia del bloque de autoensamblaje en la interaccion con el DNA también se
visualizo en la técnica PIFE-FRET.

Midiendo el efecto de la temperatura en la dispersion de luz se observdé que
el proceso de auto- y des- ensamblaje de C4S19B se ajusta a un modelo tipo
nucleacion-elongacion de van der Schoot. Estos dos procesos presentan histéresis,
donde la temperatura de elongacion es mayor para el proceso de ensamblaje (esta
histéresis fue observado por AFM). En el modelo de van der Schoot también se sugiere
que al calentar la proteina, ésta se desensambla, este hecho fue corroborado mediante
AFM. De igual manera, el grado de agregacion de CyS10B — DN A en funciéon de la
temperatura se ajustd a un modelo de nucleaciéon-elongacion. Este tipo de mecanismo
esta en comtn acuerdo con los experimentos realizados en [36] de molécula unica.

Partiendo de los experimentos de AFM del autoensamblaje de CyS10B — DN A
donde se interacciona y condensa el DNA, surgi6 la pregunta de cémo era la
conformacion del DNA condensado. Mediante FRET y smFRET se intent6 responder
a esta pregunta. Se observd un cambio en el ensamble midiendo la proporcion de la
intensidad 565 nm / 665 nm de FRET que alcanzo el equilibrio a las 15 horas. Con el
fin de obtener un modelo espacial y temporal del autoensablaje de CyS10B — DN A
se utiliz6 la técnica smFRET, donde se encontr6 un cambio no homogéneo en
las distribuciones de distancias de todas las constucciones de DNA una vez que
interactiia con CyS19B. Este cambio sugiere la existencia de varias poblaciones de
DNA condensadas de diferente manera. La falta de especificidad que tiene el bloque
B (lisinas) que interactia mediante interaccion electrostética con el grupo fosfato del

DNA es el responsable de este cambio.
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Finalmente se evalu6 la capacidad de C4S,, B para encapsular DNA con BrEt
intercalado y se determiné que esta depende de la longitud del bloque S. Las proteinas
con Sy y Sy desplazaron en menor medida al BrEt. Las que contienen el bloque S
y S14 lo desplazan en mayor cantidad debido probablemente al condensamiento del
DNA que estas presentan. Mostrando la capacidad de este sistema para encapsular
una molécula organica.

Con lo expuesto en esta tesis se contribuyé en el entendimiento de los mecanismos
de autoensamblaje de C4S,B — DN A en particulas viromiméticas. Aprovechando
que C4S,B es una proteina producida de novo basada en bloques, se podria
modificar la proteina utilizando técnicas de DNA recombinante para que tenga
mayor funcionalidad (por ejemplo, cambiar el bloque de unién inespecifico B por

uno especifico a una secuencia) y eventualmente aplicaciones médicas.



Capitulo 6

Perspectivas

Aunque esta investigacion responde algunas preguntas acerca del autoensamblaje
crea otras méas por responder. Mediante varias técnicas se expuso la posibilidad de un
mecanismo en competencia gobernado por la interacciéon proteina-proteina. Esto se
podria constatar empleando una columna de exclusion (SEC) para ver las diferentes
poblaciones o mediante microscopia confocal, donde se marcaria con fluoréforos de
distinto color a la proteina y al DNA. Incluso no se descarta un estudio del potencial
Z méas profundo.

El ajuste al modelo de nucleacion elongacion derivado de las curvas de temperatura
evidencian la necesidad de un ntcleo critico para dar inicio al autoensamblaje de
C4S19B. Este nucleo critico podria ser medido con fluorescencia de autocorrelacion
etiquetando a la proteina con ATTOT™488 y observando los diferentes tamanos del
nicleo al variar la concentracion de la proteina. De igual manera se podria ver la
dependencia del tamano de este nucleo en funcion del bloque S,,. Ademas, el tipo
de mecanismo de autoensamblaje de C4S10B — DN A constata la dependencia de las
interacciones entre los bloques de construccion para crear macroestructuras. Por lo
que, la modificacion de estos bloques de construccion y cémo afecta a la estructura
final se puede examinar utilizando diferentes topologias de DNA o las diferentes

proteinas expuestas en experimentos de rampa de temperatura o por AFM.
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Los experimentos de smFRET mostraron la unién inespecifica de C4S, B al DNA.
Cambiar este bloque de unién B por uno de unién especifica podria tener bastantes
aplicaciones.

Aunque la transfeccion a celulas no fue un tema abordado en esta tesis, se podria
unir un polimero a la proteina mediante el grupo tiol o las lisinas. Este conferiria a la
particula una mayor eficiencia a la transfeccion de células como se ha visto en otros

estudios.
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Informacién suplementaria

7.1. Secuencia de proteinas recombinantes C,S,, B

En esta seccion se reporta las secuencias de aminoacidos de las proteinas CyS, B
que se ensamblan en virus artificiales. En azul la senal de secrecion, en verde el bloque
de establidad coloidal, en amarillo el bloque de autoensamblaje y en rojo el bloque

de interaccion proteina-DNA.

Secuencia de la proteina recombinante C,5,B

MRFPSIFTAVLFAASSALAAPVNTTTEDETAQIPAEAVIGYSDLEGDFDVAVLPFSNSTNN
GLLFINTTIASIAAKEEGVSLEKREAEAGPPGEPGNPGSPGNQGQPGNKGSPGNPGQPGNE
GQPGQPGONGQPGEPGSNGPQGSQGNPGKNGQPGSPGSQGSPGNQGS PGQPGNPGQPGEQG
KPGNQGPAGEPGNPGSPGNQGQPGNKGS PGNPGQPGNEGQPGQPGONGQPGEPGSNGPQGS
QGNPGKNGQPGSPGSQGSPGNQGS EGQPGNPGQPGEQGK PGNQGPAGEPGN PGS PGNQGQP
GNKGSPGNPGQPGNEGQEGQPGONGQPGE PGSNGPQGSQGNPGKNGQPGSPGSQGSPGNQG
SPGQPGNPGQPGEQGKPGNQGPAGEPGNPGS PGNQGQPGNKGS PGNPGQPGNEGQPGQPG)
NGQPGEPGSNGPOGSQGNPGKNGQPGSPGSQGSPGNQGSPGOPGNPGOPGEQGKPGNQGPA
GGKKKKKKKKKKKKG

Figura S. 7.1: Secuencia de aminoécidos de la proteina CySyB
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Secuencia de la proteina recombinante C,5,B

MRFPSIFTAVLFAASSALAAPVNTTTEDETAQIPAEAVIGYSDLEGDFDVAVLPFSNSTNN
GLLFINTTIASIAAKEEGVSLEKREAEAGCGLGAGAPGEPGNPGSPGNQGQPGNKGSPGNP
GQPGNEGQPGQPGONGQEGEPGSNGPQGSQGNPGKNGQPGSPGSQGSPGNQGSPGQPGNEG
QPGEQGKPGNQGPAGEPGNPGS PGNQGQPGNKGSPGNPGQPGNEGQPGOPGONGQPGEPGS
NGPQGSQGNPGKNGQPGSPGSQGSPGNQGSPGQPGNPGQPGEQGKPGNQGPAGEPGNPGSP
GNQGQPGNKGSPGNPGQEGNEGQPGQPGONGQPGEPGSNGPOGSQGNPGKNGQPGSPGSQG
SPGNQGSPGQPGNPGQPGEQGKPGNQGPAGE PGNPGSPGNQGQPGNKGS PGNPGQPGNEGQ
PGQPGONGQPGEPGSNGPQGSQGNPGKNGQPGSPGSQGSPGNQGSPGQPGNPGQPGEQGKP
GNQGPA KKKKKKKKKKKKGA

Figura S. 7.2: Secuencia de aminoacidos de la proteina CySyB

Secuencia de la proteina recombinante C,5;0B

MRFPSIFTAVLFAASSALAAPVNTTTEDETAQIPAEAVIGYSDLEGDFDVAVLPFSNSTNN
GLLFINTTIASIAAKEEGVSLEKREAEAGCGLGAGAPGEPGNPGSPGNQGQPGNKGSPGNP
GQPGNEGQPGQPGONGQPGEPGSNGPOGSQGNPGKNGOPGSPGSQGSPCGNQGSPGQPGNEG
OPGEQGKPGNQGPAGEPGNPGSPGNQGQPGNKGSPGNPGQPGNEGQPGOPGONGQPGEPGS
NGPQGSQGNPGKNGQPGSPGSQGSPGNQGSPGQPGNPGQPGEQGKPGNQGPAGEPGNPGSP
GNQGQPGNKGSPGNPGQEGNEGQPGOPGONGOPGEPGSNGPQGSQGNPGKNGOPGSPGSQG
SPGNQGSPGQPGNPGOPGEQGKPGNQGPAGE PGNPGSPGNQGQPGNKGS PGNPGOPGNEGQ
PGOPGONGQPGEPGSNGPQGSQGNEGKNGOPGS PGSQGSPGNQGS PGOPGNPGQPGEQGKP
GNQGPA
KKKKKKKKKKKKGA

Figura S. 7.3: Secuencia de aminoacidos de la proteina C4S1¢B

Secuencia de la proteina recombinante C,5,B

MRFPSIFTAVLFAASSALAAPVNTTTEDETAQIPAEAVIGYSDLEGDFDVAVLPFSNSTNN
GLLFINTTIASIAAKEEGVSLEKREAEAGCGLGAGAPGEPGNPGSPGNQGQPGNKGSPGNP
GQPGNEGQPGQPGONGQPGEPGSNGPOGSQGNPGKNGOPGSPGSQGSPENQGSPGQPGNPG
OPGEQGKPGNQGPAGEPGNPGS PGNQGOPGNKGS PGNPGQPGNEGQPGOPGONGQPGEPGS
NGPQGSQGNPGKNGOPGSPGSQGSPGNQGSPGQPGNPGQPGEQGKPGNQGPAGEPGNPGSP
GNQGQPGNKGS PGNPGOPGNEGQPGOPGONGOPGEPGSNGPQGSQGNPGKNGQPGSPGSOG
SPGNQGSPGQPGNPGOPGEQGKPGNQGPAGE PGNPGSPGNQGQPGNKGS PGNPGOPGNEGQ
PGOPGONGOPGEPGSNGPOGSQGNPGKNGQPGS PGSQGSPGNQGS PGOPGNPGQPGEQGKP
GNQGPA

EEKEKKKEKEKEEGA

Figura S. 7.4: Secuencia de aminoéacidos de la proteina CyS14B
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7.2. Caracterizaciéon de las proteinas recombinantes

C4S, B mediante SDS-PAGE y MALDI-TOF MS

Figura S. 7.5: SDS-PAGE de C,S,B, C4S,B, C4S19B a) producida y purificada en
Wageningen, b) producida y purificada por el método descrito en la presente tesis y

CyS1uB
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Figura S. 7.6: Espectros de masas MALDI-TOF de las proteinas recombinantes C4S,, B
a) C4SoB, b) CyS4B, ¢) C4S1oB d) C4S19B producida por el método descrito en la
tesis y e) CyS14B.
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7.3. Espectros de absorbancia

Tt e e o e
190 195 200 205 210 215 220 225 190 195 200 205 210 215 220 225
Longitud de onda Longitud de onda

(a) (b)

190 195 200 205 210 215 220 225
Longitud de onda

(c)

Figura S. 7.7: Espectros de absorbancia en funcién de la concentracion para a) CySy B,

b) 045103 y C) 048143.
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7.4. EMSA del efecto de la longitud del molde de
DNA en la interacciones C,S,B — DN A.

=== =1 C,SoB — DNA (diferentes longitudes)

100 pb

l----*

] 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

NP 0 025 05 075 1 15 3 30

\

Figura S. 7.8: EMSA del efecto del tamano del molde de DNA en la interaccion
CySoB — DN A. El rectangulo rojo marca fue seleccionado para enfatizar el NP de
cambio de fase (DNA >200 pb) o el NP maés cercano al 50 % de union (DNA <100

pb).
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539 pb

367 pb

NP 0 025 05 075 1 1.5 3 30

C,S10B — DNA (diferentes longitudes)

: 100 pb
) 50 pb
10 pb
NP o

Figura S. 7.9: EMSA del efecto del tamano del molde de DNA en en la interaccion
C4S10B — DN A. El rectangulo rojo marca fue seleccionado para enfatizar el NP de
cambio de fase (DNA >200 pb) o el NP maés cercano al 50 % de union (DNA <100

pb).
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7.5. EMSA de la dependencia de la longitud del

bloque S,, en las interacciones proteina-DNA

[

CaSoB

e e N AT & oo € e o 3 e
- Cs4S4B

— - L= - we L= . _.-:: x_3

CaS10B

Fwe 5 % R - 4
i CaS14B

NP 0O 025 05 075 1 15 3 30

Figura S. 7.10: EMSA del efecto del bloque S,, en la interacciéon de la proteina con el
DNA de 2000 pb. El rectangulo rojo marca fue seleccionado para enfatizar el NP de

cambio de fase
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CaSoB "= w— s —

CaSaB

e R o

CaS10B S e os: S

CaS14B ™o WS s S - G e

NP 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

4

Figura S. 7.11: EMSA del efecto del bloque S,, en la interaccién de la proteina con el
DNA de 10 pb. El rectangulo rojo marca fue seleccionado para enfatizar el NP més
cercano al 50 % de union
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7.6. EMSA del efecto de la temperatura en las
interaccién CyS10B — DN A

T — — 25 °C
- we = o 4 L . -
e o "
70°C
S S
NP 0 0.5 1 1.5 3 6

Figura S. 7.12: EMSA de la dependencia de la temperatura en la interaccion CyS19B—
DNA a 25y 70 °C.
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C,S,B — DNA

Figura S. 7.13: EMSA de la dependencia de la temperatura en la interaccién CySoB —
DNA a 25y 70 °C.
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7.7. EMSA del efecto de la cinética en las interaccion

CyS10B— DNA

60 min
] T |
- == al= = = - - - i e Sie

g I 360 min
TR o e = ST N
720 min
= S B S g _— - - )
| =i 1440 min

0 0.5 1 1.5 3 6

NP

Figura S. 7.14: EMSA de la dependencia del tiempo en la interaccion CyS19B — DN A
a b, 60, 180, 360, 720 y 1440 minutos.
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7.8. Espectros normalizados del efecto PIFE-FRET
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Figura S. 7.15: Espectros de emision del DNA con los fluoréforos Cy3-Cy5 y las
proteinas a) Cy;SoB, b) C4S,B, ¢) C4S10B y d) C4S14B.



CAPITULO 7. INFORMACION SUPLEMENTARIA 85

7.9. Espectros de emision del efecto PIFE

16 —
—DNA-Cy3

— DNA-Cy3 +C,S,B
— DNA-Cy3 +C,S,,B

14 —

12 -

10 —
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T I T T I
550 600 650 700 750
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Figura S. 7.16: Espectros de emision del DNA con el fluoréforos Cy3 y las proteina
CySoB, CyS10B .
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7.10. Parametros del modelo de

nucleacion-elongacion

E— 610 |7
14

Enfriamiento 1.0164 352.7 -54.5 3.64
(CaS10B,

desensamblaje)
Calentamiento 1.1269 336.96 -47.6 5.35 12
(CaS10B, ensamblaje)
Enfriamiento 0.88 354.56 -252.2 7.7 11
{CaS10B + ADN,
coensamblaje)

Figura S. 7.17: Pardmetros termodinamicos del ensamblaje de CyS19B obtenidos del
ajuste al modelo de nucleacion elongacion (empleando las ecuaciones y

que estan en la pagina )
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7.11. Mapa del plasmido

Sfil(361)
Sacl(385

BamHI(387)

KanR
dsRBD-REDOX_switch

Drall(2056)
15ABQD6P_dsRBD-REDOX_switch_pMK-T

Bglll(1998) 2675 bp
Ncol(1983)

EcoRI(745)

Kpnl(755)
Sfil(778)

Eco571(1479) Col E1 origin

Figura S. 7.18: Mapa del plasmido p-redox.
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7.12. Secuencia del plasmido

S CTRRATTGTAAGCGTTRAATATTTTGTTARLATTCGCGTTARATTTTTGTTARATCAGCTCATTT
ITTTARCCAATAGGCCGARATCEGCARARTCCCTTATARATCARLAGAATAGACCGAGATAGEGTTE
AGTGGECCOGCTACAGGGCGCTCCCATTCGCCATTCAGGCTGCGCALCTETTGEGAAGGGCGTITCGE
TECGEECCTCTTCGCTATTACGCCAGCTGECGARRGGEEEATGTGCTEGCALGECGATTALGTTEGE
TRACGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGACGTTGTARAACGACGGCCAGTEGAGCGCGACGTAATACEAT
TCACTATAGGGCGRAATTGRAAGGRAAGGCCGTCARGEGCCACGTGTCTIGTCCAGAGCTCGGATCCESET
IGETAGCC TG AAGRACTGECAGT TCAGARLGET TG GTCTECCEGAATATACCETITECACARGA
ARGCGETCCGECCTCATARACGTGART TTACCATTACCTGTCGTGTIGAMGETGETAGCEGTEGGTGE
TTGTGETGET AL AT TG TG A TCA LA TATGRAALT TECACGTCTEARLCAGGCAGCACAGGCARA
ARTCCGTGOCCTGERACRAGRA A A TTGCAGCACTGERAAGETEGCTGTIGECGETGETTICAGGTGGECAT
CITIGTIGRRACCGEGTAGCGGCACCAGCARMCAGETTGCARARACGTGTITGCAGCAGRARAACTECT
GRACCARAATTCARMACCTRAAGRATTCGETACCTEGAGCACARGACTEGCCTCATGGECCTTCCTTITC
ACTGECCCGCTTTCCAGTCEEGARACC TG TCGTECCAGCTGCATTARCATGETCATAGCTGTTITCCT
TGCGETATTEGGCGCTCTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTECGCTCGGTCGTTCOGETARAGCT
TGGEGTGCCTAATGAGCARRLGGCCAGCARDAGGCCAGGARCCETRARLRAGGCCGCGTTGCTGECE
ITTITITCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACARAAATCGACGCTCRAAGTCAGAGGTGGCGA
ARCCCGACAGGACTATARAGATACCAGGCEGTTICCOCCTGERAAGCTCCCTCGTIGCECTCTCCTETT
CCGACCCTECCGCTTACCGGATACCTGTICCGCCTTITCTCCCTTCGEGAAGCETGGCEGCTTTCTCAT
AGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCRAGCTGEGETETGTGCACERAR
COCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGETARC TATCGTCTTGAGTCCARCCCGETARGA
CRCGACTTATCGCCACTGECAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGETATGTAGGCEET
GCTARCAGAGTTCTTGAAGTGGTGECCTRAACTACGECTRACACTAGARGAMCAGTATTTIGETATCTGC
GCTCTGCTERAGCCAGTTACCTTCGEARAANGAGTTGETAGCTCTTGAT CCEGECARACARACCACT
GCTGGTAGCGETGETTITITTGT ITGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGARARRANGEATCTCAAGAR
GATCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTCTGACGCTCAGTGGARCGARRACTCACGTTRAAGGGATTTITS
GTCATGAGAT TATCAAL R AGGAT CTTCACCTAGATCCTTTTARATTARLRARATGARGTTTTAARTCA
ATCTARALGTATATATGAGTARAC TTGETICTGACAGTTATTAGRARARATTCATCCAGCAGRCGATRA
ARCGCAATACGCTEECTATCCGETGCCECAATGCCATACAGCACCAGARMRCGATCCGCCCATTCE
CCGCCCAGTTCTTCCGCAATATCACGEETGECCAGCGCAATATCCTGATARCGATCCGCCACGOCT
AGACGGCCECAATCAATRAAAGCCGCTARRRCGGCCATTTTCCACCATAATGTTCGECAGGCACGECA
TCACCATGEGTCACCACCAGATCTTCGCCATCCGGCATGCTCEGCTITCAGRACGCGCARACAGCTCT
ECCEGETGCCAGGCCCTGATGTTIC T TCATCCAGRT CATCCTGATCCACCAGECCOGCTITCCATRACGE
CTACGCGCRCGTTCRAATRACGATGTTTCGCCTGATGATCARACGEGACAGGTCGCCGEETCCAGGETA
IGCAGACGACGCATGECATCCECCATAATGCTCACTTTTTCTGCCEGCGCCAGATGECTAGACAGT
AGATCCTGACCCGECACTICGCCCAGCAGCAGCCAATCACGGCCCECTITCGETCACCACATCCAGT
RACCGCCGCRACACGGRACACCGETGETGECCAGCCAGCTCAGACGCGCCGCTTCATCCTGCAGCTCG
TTCAGCGCRCCGCTCAGRTCGETITTCACARACAGCACCGEACGACCCTGCGCECTCAGRCGRARAT
ACCECCGCATCAGRGCAGCCAATGETCTGCTGCGCCCARTCATAGCCARRCAGRCGTTCCACCCAT
GCIGECCGEEC TACCCGCATGCAGGCCATCCTGITCAARTCATACTCTTCCTITITTCAATATTATTGA
AGCATTTATCAGGET TATIGTCTICATGAGCGGATACATATTTCGAATGTATTTAGRARLATALACAN
ATRAGGEETTCCGCGCACATTTCCCCGRARRDLETGCCRAC -3

Figura S. 7.19: Secuencia del plasmido p-redox.
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7.14. Histogramas de los experimentos de smFRET
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Figura S. 7.21: Histogramas obtenidos de los experimentos de smFRET para DNA
(fluoroforos separados por 28 pb), DNA-Proteina y DNA solo.
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Figura S. 7.22: Histogramas obtenidos de los experimentos de smFRET para DNA
(fluoroforos separados por 24 pb), DNA-Proteina y DNA solo.
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Figura S. 7.23: Histogramas obtenidos de los experimentos de smFRET para DNA
(fluoroforos separados por 18 pb), DNA-Proteina y DNA solo.
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Figura S. 7.26: Espectros de emision del desplazamiento del bromuro de etidio
intercalado en el DNA debido a la unién con CyS,B a diferentes NP. a) C,S,B
b) C4S4B C) 045103 d) 045143



Bibliografia

[1]

2]

3]

4]

[5]

6]

7]

Roos W. H., Bruinsma R., Wuite G. J. L., Physical virology. Nat. Phys.
6, 733 (2010).

Oren M. E., Hagan M. F., Encapsulation of a polymer by an icosahedral
virus. Phys. Biol. 7, 045003 (2011).

Perlmutter J. D., Perkett M. R., Hagan M. F., Pathways for virus
assembly around nucleic acids. J. Mol. Biol. 426, 3148 (2014).

Kler S., Stanislav K., Asor R., Li C., Ginsburg A., Harries D.,
Oppenheim A., Zlotnick A., Raviv U., RNA encapsidation by

SV40-derived nanoparticles follows a rapid two-state mechanism. J. Am.

Chem. Soc. 134, 8823 (2012).

Chevreuil M., Law-Hine D., Chen J., Bressanelli S., Combet S.,
Constantin D., Degrouard J., Moller J., Zeghal M., Tresset G.,
Nonequilibrium self-assembly dynamics of icosahedral viral capsids

packaging genome or polyelectrolyte. Nat. Commun. 9, 1 (2018).

Borodavka, A., Tuma R., Stockley P. G., Evidence that viral RNAs
have evolved for efficient, two-stage packaging. Proc. Natl. Acad. Sci.

U. S. A. 109, 15769 (2012).

Selzer L., Katen S. P., Zlotnick A., The hepatitis B virus core
protein intradimer interface modulates capsid assembly and stability.

Biochemistry 53, 5496 (2014).

94



BIBLIOGRAFIA 95

8]

19]

[10]

[11]

[12]

[13]

[14]

Chen C., Kao C. C., Dragnea B., Self-assembly of brome mosaic virus
capsids: Insights from shorter time-scale experiments. J. Phys. Chem.

A 112, 9405 (2008).

Medrano M., Maria Medrano, Fuertes M. A., Valbuena A., Carrillo J.
P., Rodriguez-Huete A., Mateu M. G., Imaging and quantitation of a
succession of transient intermediates reveal the reversible self-assembly

pathway of a simple icosahedral virus capsid. J. Am. Chem. Soc. 138,
15385 (2016).

Siegel J. B., Zanghellini A., Lovick H. M., Kiss G., Lambert A. R.,
St.Clair J. L., Gallaher J. L., Hilvert D., Gelb M. H., Stoddard B.
L., Houk K. N., Michael F. E., Baker D., Computational design of an
enzyme catalyst for a stereoselective bimolecular diels-alder reaction.

Science, 329, 309 (2010).

K. Koudelka, Manchester M., (2010) The use of viruses in biomedical
nanotechnology, emerging topics of physical virology. Imperial college

press, 289 (2010).

Chen M.Y., Butler S. S., Chen W., Suh, J. Physical, chemical, and
synthetic virology: Reprogramming viruses as controllable nanodevices.

WIREs Nanomed Nanobiotechnol, 3, 1545 (2019).

De Greef F.A., Smulders M.J., Wolffs M., Schenning A.P., Sijbesma,
R.P., Meijers, E. W., Supramolecular Polymerization. Chem. Rev. 109,
5687 (2009).

Smulders M. M. J., Schenning, A. P. H. J., Meijer, E. W,
Insight into the mechanisms of cooperative self-assembly: The
‘sergeants-and-soldiers’ principle of chiral and achiral C3-symmetrical

discotic triamides. J. Am. Chem. Soc. 130, 606 (2008).



BIBLIOGRAFIA 96

[15]

[16]

[17]

18]

[19]

[20]

21]

22]

Smulders M. M. J., Nieuwenhuizen M. M. L., de Greef T. F. A., van
der Schoot P., Schenning P. H. J., Meijer E. W., How to distinguish

isodesmic from cooperative supramolecular polymerisation. Chem. A

Eur. J. 16, 362 (2010).

Kulkarni C., Balasubramanian S.; George, S. J., What molecular

features govern the mechanism of supramolecular polymerization?

ChemPhysChem 14, 661 (2013).

Hohlbein J., Craggs, T. D., Cordes T., Alternating-laser excitation:
Single-molecule FRET and beyond. Chem. Soc. Rev. 43, 1156 (2014).

Lakowicz, J. R. Principles of Fluorescence Spectroscopy,

Springer Science Business Media (2007).

Ploetz E., Lerner E., Husada F., Roelfs M., Chung S., Hohlbein J., Weiss
S., Cordes T., Forster resonance energy transfer and protein-induced

fluorescence enhancement as synergetic multi-scale molecular rulers. Sci.

Rep. 6, 1 (2016).

Hwang H., Myong S., Protein induced fluorescence enhancement (PIFE)
for probing protein-nucleic acid interactions. Chem. Soc. Rev. 43, 1221

(2014).

Butterfield G. L., Lajoie M. J., Gustafson H. H., Sellers D. L.,
Nattermann U.; Ellis D., Bale J. B., S. Ke, Lenz G. H., Yehdego
A., Ravichandran R., Pun S. H., King N. P., Baker D. Evolution of

a Designed Protein Assembly Encapsulating its Own RNA Genome.
Nature 311, 587 (2015).

Terasaka N., Azuma Y., Hilvert D., Laboratory evolution of virus-like
nucleocapsids from nonviral protein cages. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S.

A. 115, 5432 (2018).



BIBLIOGRAFIA 97

23]

[24]

[25]

[26]

[27]

28]

[29]

[30]

[31]

Hernandez-Garcia A., Kraft D. J., Janssen F. J., Bomans P. H.,
Sommerdijk A. J. M., Thies-Weesie M. E., Favretto E., Brock R., de
Wolf A., Werten W.T., van der Schoot P., Stuart M., de Vries R.,

Design and self-assembly of simple coat proteins for artificial viruses.

Nat. Nanotechnol. 9, 698 (2014).

Creighton, T. E. (1993). Proteins: Structures and molecular properties.
New York: W.H. Freeman.

Shoulders M. D., Raines R. T., Collagen structure and stability. Annu
Rev Biochem 78, 929 (2010).

Werten W. T., Wisselink W. H., van den Bosch T., de Bruin E. C.,
de Wolf F. A. Secreted production of a custom-designed , highly
hydrophilic gelatin in Pichia pastoris. Protein Eng. 14, 447 (2001).

Krejchi M. T., Atkins E. D. T. ; Waddon A. J., Fournier M. J., Mason
T. L., Tirrell D. A., Chemical Sequence Control of -Sheet Assembly in
Macromolecular Crystals of Periodic Polypeptides. Science 265, 1427
(2019).

Beun L. H., Beaudoux X. J., Kleijn J. M., Wolf F. A., Stuart M. A.
C., Self-assembly of silk-collagen-like triblock copolymers resembles a

supramolecular living polymerization. ACS Nano 6, 133 (2012).

Klug A., The tobacco mosaic virus particle: Structure and assembly.

Philos. Trans. R. Soc. B Biol. Sci. 354, 531 (1999).

Hernandez-Garcia A., Werten M. W. T., Stuart M. C., de Wolf F. A_,
de Vries R., Coating of single DNA molecules by genetically engineered
protein diblock copolymers. Small 22, 3941 (2012).

Punter M. T. J. J. M., Hernandez-Garcia A., Kraft D. J., de Vries R.,
van der Schoot P., Self-assembly dynamics of linear virus-like particles:

Theory and experiment. J. Phys. Chem. B 120, 6286 (2016).



BIBLIOGRAFIA 98

32]

33

[34]

[35]

[36]

37]

38

Z. Binwu, M. C. Stuart K. H. C., Dockn roll: folding of a silk-inspired
polypeptide into an amyloid-like beta solenoid. Soft Matter 19, 12
(2016).

Zhao B., Stuart M. A. C., Hall C. K., Navigating in foldonia :
Using accelerated molecular dynamics to explore stability , unfolding
and self-healing of the beta-solenoid structure formed by a silk-like

polypeptide. PLoS Comput Biol 13, e1005406 (2017).

Cazares V. E., Stuart M. C., de Vries R., Hernandez-Garcia, A.,
Template-free self-assembly of artificial de novo viral coat proteins into
nanorods: effects of sequence, concentration, and temperature. Chem.

Eur. J. 25, 1 (2019).

Cingil H. E., Boz E. B., Biondaro G., de Vries R., Stuart M. A., Kraft
D. J., van der Schoot P., Sprakel J., [lluminating the reaction pathways
of viromimetic assembly. J. Am. Chem. Soc. 139, 4962 (2017).

Marchetti M., Kamsma D., Cazares V. E., Hernandez-Garcia A., van
der Schoot P., de Vries R., Wuite G. L., Ross H. W., Real-time assembly
of viruslike nucleocapsids elucidated at the single-particle level. Nano

Lett. 19, 5746 (2019).

Willems L., van Westerveld L., Roberts S., Weitzhandler I., Calcines C.
C., Hernandez-Garcia A., Chilkoti A., Mastrobattista E., Van Der Oost
J., de Vries R., The nature of the amorphous hydrophilic block affects
self-assembly of an artificial viral coat polypeptide. Biomacromolecules

20, 3641 (2019).

Jekhmane S.,; de Haas R., da Silva O. P., van Asbeck A. H., Favretto
M. E., Hernandez-Garcia A., Brock R., de Vries R., Virus-like particles
of mRNA with artificial minimal coat proteins: Particle formation,

stability, and transfection efficiency. Nucleic Acid Ther. 27, 159 (2017).



BIBLIOGRAFIA 99

[39]

[40]

[41]

[42]

[43]

[44]

[45]

[46]

[47]

https://www.malvernpanalytical.com/en/learn /knowledge-center
/technical-notes/ TN101104AchievingHighSensitivity.html
visitado el 20/11/2019

Jonkheijm P., van der Schoot P., Schenning A. P., Meijer E. W., Probing
the solvent-assisted nucleation pathway in chemical self-assembly.

Science 313, 80 (2006).

F. Oosawa, M. Kasai, A theory of linear and helical aggregations of

macromolecules. J. Mol. Biol. 4, 10 (1962).

Johnson J. M., Tang J., Nyame Y., Willits D., Young M. J., Zlotnick
A., Regulating self-assembly of spherical oligomers. Nano Lett. 5, 765
(2005).

Mishra A., Behera R. K., Behera P. K., Mishra B. K., Behera G. B.,
Cyanines during the 1990s: a review. Chem. Rev. 100, 1973 (2000).

Dutta C. S., Bhasikuttan A. C., Pal H., Mohanty J., Surfactant-induced
aggregation patterns of thiazole orange: A photophysical study.
Langmuir 27, 12312 (2011).

Banipal T. S., Kaur R., Banipal P. K., Interactions of diazepam with
sodium dodecylsulfate and hexadecyl trimethyl ammonium bromide:

Conductometric, UV-visible spectroscopy, fluorescence and NMR

studies. J. Mol. Liq. 236, 331 (2017).

Cadena-Nava R. D., Comas-Garcia M., Garmann R. F., Rao A. L.,
Knobler C. M., Gelbart W. M., Self-assembly of viral capsid protein
and RNA molecules of different sizes: requirement for a specific high

protein/RNA mass ratio. J. Virol. 86, 3318 (2012).

S. J. Maassen, M. V. deRuiter, Lindhoud J. J. L. M. Cornelissen,
Oligonucleotide length-dependent formation of virus-like particles.

Chem. Eur. J. 24, 7456 (2018).



BIBLIOGRAFIA 100

48]

[49]

[50]

[51]

Waring M. J., Complex formation between ethidium bromide andnucleic

acids. J. Mol. Biol. 13, 269 (1965).

Garbett N. C., Hammond N. B., Graves D. E., Influence of the amino
substituents in the interaction of ethidium bromide with DNA. Biophys.
J. 87,3974 (2004).

Mukherjee S., Pfeifer C. M., Johnson J. M., Liu J., Zlotnick A.,
Redirecting the coat protein of a spherical virus to assemble into tubular

nanostructures. J. Am. Chem. Soc. 128, 2538 (2006).

Tsvetkova 1. B., Quinkert Z. T., Murali A., De M., Rotello V.
M., Cheng C. K., Dragnea B., Role of surface charge density in
nanoparticle-templated assembly of bromovirus protein cages. ACS

Nano 4, 3853 (2010).



	Portada
	Resumen
	Índice General
	Capítulo 1. Introducción
	Capítulo 2. Objetivo
	Capítulo 3. Materiales y Métodos
	Capítulo 4. Resultados
	Capítulo 5. Conclusiones
	Capítulo 6. Perspectivas
	Capítulo 7. Información Suplementaria
	Bibliografía

