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Resumen

La deteccion especifica de acidos nucleicos es un objetivo importante para el diagnéstico
molecular, ya que permite identificar el origen molecular de diferentes patologias como cancer,
fibrosis quistica, Huntington y enfermedades infecciosas de distribucion global como el virus de la
inmunodeficiencia humana (HIV) y la enfermedad por coronavirus (COVID-19) provocada por el
Coronavirus de tipo 2, causante del Sindrome Respiratorio Agudo Severo (SARS-CoV-2). Debido a
esto surge la necesidad de implementar nuevas herramientas que permitan mejorar o auxiliar a los
métodos de deteccion molecular basados en PCR punto final, amplificacion isotérmica mediada por
asa o bucle de acido nucleico (LAMP) y secuenciacion de nueva generacion (NGS). En los Ultimos
afos el sistema CRISPR-Cas ha tenido grandes avances en la edicion genémica, gracias a su
programabilidad para reconocer cualquier secuencia de interés, y también se ha impulsado como
una de las herramientas mas prometedoras para la detecciéon de acidos nucleicos, incluso se ha
reportado que puede detectar variantes de un virus con una resolucion de un solo nucleétido. En el
presente proyecto se acoplé la PCR punto final al sistema CRISPR-Cas para detectar una region del
gen N de SARS-CoV-2 mediante dos enfoques: fluorescencia y tiras de flujo lateral. Para ambos
enfoques se demostré la prueba de concepto de que se puede detectar una secuencia de SARS-

CoV-2 de manera eficiente y sencilla.



Introduccion

La era dorada del diagnéstico molecular

El diagnéstico molecular se define como el conjunto de técnicas de biologia molecular para
la deteccion de &cidos nucleicos (DNA y RNA) y proteinas con el propdsito de diagnosticar, clasificar,
pronosticar y monitorear la respuesta a un tratamiento (Poste G., 2001). Las bases del diagnostico
molecular se originaron en 1949 con Linus Pauling que introdujo el término “enfermedad molecular”
al determinar el origen de la anemia falciforme, que consiste en una mutacion puntual en el gen
codificante de la cadena beta de la hemoglobina (HBB), ocasionando una sustitucion de un glutamato
por valina (Strasser B. J., 2002). Esta sustitucion hace que la hemoglobina sea menos soluble y méas
susceptible a formar eritrocitos defectuosos. A priori, las exploraciones de Pauling sentaron las bases
del diagnéstico molecular, pero las contribuciones de la biologia molecular en ese entonces eran

limitadas y por ello, los métodos moleculares no eran técnicamente viables.

Las primeras contribuciones al diagnostico molecular ocurrieron entre los afios de 1950-1980
con la revolucién de la biologia molecular, al determinar la estructura del DNA, desarrollar la
clonacién de genes mediante el uso de enzimas de restriccion, la secuenciacién de Sanger para
DNA vy la secuenciacién de Edman para proteinas (Edman et al., 1967; Abelson J., 1980). Estos
desarrollos experimentales proporcionaron los conocimientos basicos sobre la secuencia de diversos
genes y proteinas, lo que permitié la elaboraciéon de sondas indispensables para las primeras
técnicas de deteccion de biomoléculas basadas en blotting, como Southern Blot (SB), Northern Blot

(NB) y Western Blot (WB).

En la década de 1970, Edward Southern creé el método de SB para detectar y cuantificar
fragmentos de DNA (Southern E. M., 1975). Dicho proceso consiste en digerir el DNA con enzimas
de restriccion, separar la digestion mediante una electroforesis en gel y después transferirlos a una
membrana de nitrocelulosa o nylon. La membrana resultante se incuba con una sonda de DNA que

hibrida con el DNA complementario. La sonda puede ser etiquetada con antigenos, moléculas



fluorescentes o con is6topos radiactivos, que permiten la visualizacion del gen de interés (Brown T.,
2001). Si en la membrana se coloca RNA, se llama NB, pero si se transfieren proteinas y la sonda

esta conformada por anticuerpos, el método se denomina WB (Van Oss C.J. et al., 1987).

En 1976 se utilizo por primera vez la técnica SB para diagnosticar la a-talasemia (Kan et al,
1976), una enfermedad que genera deleciones en el gen codificante de la cadena alfa de la
hemoglobina (HBA1) pero, en la actualidad, en el diagnéstico de la a-talasemia se utiliza la
amplificacién de sondas dependientes de ligandos multiples (MLPA, por sus siglas en inglés de
Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification) ya que es mucho mas sensible y confiable (Vijian
D. etal., 2021). Aunque, para identificar deleciones de DNA desconocidas en la a-talasemia se sigue
utilizando SB, por lo que su uso sigue vigente. Por otro lado, el NB es un método que ayuda a
comparar parametros normales versus patologicos, relacionados a la abundancia de RNA, y se ha
empleado para identificar un transcrito especifico asociado a un trastorno inflamatorio que afecta el
sistema digestivo, conocido como enfermedad de Crohn (Lafontaine D. A. et al., 1998). En cambio,
el WB, se considera el principal método diagnéstico para confirmar de manera definitiva la presencia
del virus de la inmunodeficiencia humana (HIV) causante del Sindrome de Inmunodeficiencia
Humana Adquirida (AIDS por sus siglas en inglés), al detectar las proteinas p24 o p41 (Centers for

Disease Control, 1989).

Pese a los avances técnicos, el diagndstico de enfermedades mediante métodos de biologia
molecular seguia presentando complicaciones respecto a la sensibilidad y especificidad, de modo
gue, su implementacién se volvié un reto para los laboratorios clinicos. Pero, no fue sino hasta
después de 1985, con el desarrollo de un método in vitro, que amplifica DNA de manera especifica
con el uso de enzimas, conocido como Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) (Mullis K. et
al.,1986), que las publicaciones y patentes relacionadas con el diagnéstico molecular comenzaron a

crecer exponencialmente (Figura 1).
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Figura 1. Publicaciones sobre Diagndstico Molecular en Pubmed. El grafico presenta publicaciones que

incluyen el término “Molecular Diagnostics”. Fuente: Obtenido de PubMed (2022).

La invencién de la PCR revolucioné el diagnéstico molecular al reducir los tiempos de
respuesta, ya que a diferencia de los métodos basados en blotting que podian durar hasta 5 dias, la
PCR generaba resultados en un maximo de 4-6 horas. Esto ayudd a identificar de manera eficiente,
el origen molecular de diferentes patologias como cancer, fibrosis quistica, enfermedad de
Huntington y la deteccion de diversos agentes etioldgicos causantes de enfermedades infecciosas
como el HIV, virus del herpes, citomegalovirus, etc. (National Laboratory of Enteric Pathogens et al.,
1991; Gupta V. et al., 2016). A decir verdad, la PCR es de gran utilidad en el curso actual de la
pandemia del AIDS (Vandamme A. M., 1994) y en la reciente Enfermedad del Coronavirus 2019
(COVID19) causada por el Coronavirus de tipo 2 responsable del Sindrome Respiratorio Agudo

Severo (SARS-CoV-2) (Zhu N. et al., 2020).

Segun la Organizacién Mundial de la Salud (WHO), entre los factores que pueden causar
enfermedades emergentes como la tuberculosis, Ebola y COVID19, se encuentran la migracion
humana y animal, los cambios ambientales y la resistencia a los antibiéticos. Por consiguiente, es
imprescindible complementar y expandir las herramientas existentes, para mejorar la sensibilidad y
especificidad de deteccion. En este proyecto usamos proteinas guiadas por RNA y etiquetadas con
fluoréforos para detectar especificamente una secuencia del genoma de SARS-CoV-2 mediante

fluorescencia e inmunoensayos de flujo lateral (LFIA).



Antecedentes

Generalidades de SARS-CoV-2

El SARS-CoV-2 es un betacoronavirus (B-CoV) perteneciente a la familia Coronaviridae del
orden Nidovirales (Afzal A., 2020; Habibzadeh et al., 2020). Se identificé por primera vez en
diciembre del 2019, a partir de un lavado broncoalveolar (LBA), perteneciente a pacientes que
ingresaron al Hospital Central Wuhan, China (Zhu N et al., 2020). Su material genético es de RNA
de cadena sencilla con sentido positivo (SSRNA+) y tiene un tamafio de ~30 kb (Kim D. et al., 2022).
El genoma de SARS-CoV-2 esta formado por dos genes con marco de lectura abierto (ORFla y
ORF1b), que se traducen en 16 proteinas no estructurales (nsp) involucradas en los procesos de
replicacion y ensamblaje viral como la helicasa (nsp 13) y RNA polimerasa dependiente de RNA
(RdRp) (Afzal A., 2020), mas un grupo de genes que codifican para las proteinas estructurales como
Spike (S), Envoltura (E), Matriz (M), Nucleocapside (N) y proteinas accesorias como 3a, 6, 7a, 7b, 8
y 9b (Brant A. C. et al., 2021) (Figura 2a). Los viriones de SARS-CoV-2 tienen un diametro de
aproximadamente 80 nm, en cuya superficie exhibe la proteina S, que presenta una alta afinidad de

unién (kp= 14.7 nM) por los receptores de la enzima convertidora de angiotensina 2 (ACE2),

facilitando la entrada viral a la célula hospedera (Nguyen H. L. et al., 2020; Yao H. et al., 2020)

(Figura 2b).
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Figura 2. Aspectos generales de SARS-CoV-2. (a) El genoma viral se divide en dos grupos de genes que
codifican proteinas no estructurales (nsp) y proteinas estructurales-accesorias. (b) Las particulas virales
presentan en la superficie a la proteina S que facilita su entrada a la célula. Obtenido y modificado de BioRender

(2022).

La principal forma de transmisién de SARS-CoV-2 ocurre por via aérea, al inhalar goticulas
provenientes de un paciente infectado (Greenhalgh T. et al., 2022) y el cuadro clinico de los
individuos infectados suele ser variable, presentdndose desde portadores asintomaticos hasta
pacientes con fallo multiorganico (Zaim S. et al., 2020). Esto ha contribuido a que la COVID-19 se
propague aceleradamente a nivel mundial, reflejando hasta este momento, un total de 596 millones
de casos y 6.45 millones de muertes confirmadas por la WHO. Por ello, es importante desarrollar
métodos de deteccidn especificos y sensibles que puedan ayudar a identificar individuos infectados,

para controlar y detener la propagacién de la infeccién.

Métodos de diagnostico molecular para SARS-CoV-2

En la actualidad, existen dos tipos de métodos para identificar moléculas asociadas al
genomay proteoma de SARS-CoV-2: el primero utiliza anticuerpos, para reconocer antigenos como
la proteina N 0 S; y el segundo detecta el genoma viral mediante PCR, amplificacion isotérmica,
secuenciacién y recientemente con el sistema de Repeticiones Palindrémicas Cortas Agrupadas y
Regularmente Espaciadas (CRISPR, del inglés clustered regularly interspaced short palindromic

repeats) asociadas a proteinas CRISPR (Cas, del inglés CRISPR associated protein).

La mayor parte de las pruebas diagnésticas de antigeno son inmunoensayos
cromatograficos, que detectan la proteina N a partir de muestras nasofaringeas (Frew E. et al., 2021).
La WHO, junto con la Administracion de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (FDA),
recomiendan una sensibilidad del 80% y especificidad del 97% para las pruebas diagnésticas de
antigeno (Peeling RW et al., 2021). Estas pruebas, ademas de ser faciles de usar, ofrecen una
sensibilidad analitica de 4,660-54,900 copias virales/hisopo (Bourassa L. et al., 2021) y brindan

resultados en un maximo de 30 minutos (Chaimayo C. et al., 2020). Sin embargo, una de sus
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desventajas es que es dependiente de la carga viral, es decir que la deteccion positiva es mas
probable con muestras que tengan una viremia alta, aumentando las posibilidades de obtener un
falso negativo (Weitzel T. et al., 2021). Asi mismo, tampoco se recomienda el uso de estas pruebas
en entornos de baja prevalencia, ya que aumentan los falsos positivos (Peeling R. W. et al., 2021).
Se ha reportado que la mutacion D399N de la proteina N, es capaz de reducir hasta 1,000 veces la
sensibilidad de las pruebas de antigeno, pero dicha mutacion sélo corresponde al 0.02% del total de
genomas reportados (Bourassa L. et al., 2021). A pesar de que estas pruebas no son tan precisas
como los métodos para detectar acidos nucleicos, si son mas asequibles en términos de disposicion
y practicidad, lo que habilita su uso frecuente en entornos fuera del laboratorio, incluso existen
modelos que respaldan que en el contexto de una alta prevalencia como una pandemia, es mas

importante la frecuencia de la prueba que la sensibilidad (Larremore D.B. et al., 2021).

La PCR en tiempo real acoplada a retrotranscripcion (RT-qPCR) es el método mas utilizado
y recomendado por la WHO y FDA para detectar los genes N, E y RdRp, ya que presentan una baja
homologia respecto a otros virus de la familia Coronaviridae, disminuyendo asi la obtencién de falsos
positivos (Corman V. M. et al., 2020; Habibzadeh et al., 2021). Este método consiste en la extraccion
de RNA viral para generar DNA complementario (cDNA) mediante retrotranscripcion, para después
evaluar la concentracion absoluta o relativa del gen de interés mediante fluorescencia (Habibzadeh
et al., 2021). Para estimar la presencia de SARS-CoV-2 se cuantifica el umbral de ciclos (Ct), que es
el numero de ciclos en el cual la sefial fluorescente cruza este umbral. El valor de Ct es inversamente
proporcional a la cantidad del gen de interés presente en una muestra, por lo que un menor valor de
Ct se suele relacionar con una mayor carga viral, incluso se ha establecido que un valor de Ct >37
es considerada clinicamente negativo (Tom MR et al., 2020; Afzal A, 2020). Diferentes reportes
indican que la RT-gPCR tiene una especificidad del 100% y sensibilidad de 91.8-98.2%, ademas es
capaz de detectar hasta 2.9 copias virales/reaccion (Bisoffi Z. et al., 2020; Corman V. M. et al., 2020;

Chung Y. S. et al., 2021).

Las principales desventajas de la RT-gPCR radican en la necesidad de tener personal

capacitado para el manejo y procesamiento de muestras (Afzal A., 2020). Incluso los protocolos de
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deteccién estan adecuados para laboratorios de diagnéstico centralizados y especializados, que
limitan su uso en puntos de atencion rapida (POC, por sus siglas en inglés Point Of Care) y, aunque
el proceso se completa en un maximo de 4-6 horas, los tiempos de respuesta suelen ser de hasta
24 horas, afectando asi la toma de decisiones clinicas (Sheridan C, 2020). La RT-gPCR es el
estandar de oro para detectar SARS-CoV-2, sin embargo, mutaciones en diferentes regiones objetivo
(deleciones en el gen N) y una viremia baja en fases muy tempranas o tardias de la infeccion,
incrementan las probabilidades de obtener falsos negativos (Medical Devices., 2022; Habibzadeh et
al., 2021). Los falsos positivos tampoco se descartan, debido a la contaminacion cruzada, y a que la
RT-gPCR no es capaz de diferenciar entre el virus funcional y el RNA viral, ya que se ha demostrado
la existencia de individuos que dan positivo hasta meses después de superar la COVID-19,
posiblemente por la presencia de RNA residual a nivel sistémico (Habibzadeh et al., 2020; Mouliou

D. S. etal., 2021).

A diferencia de la RT-gPCR, la amplificacion isotérmica mediada por bucle (del inglés LAMP)
funciona a una temperatura constante, generalmente entre 60-65 °C; esto se debe a que ocupa una
DNA polimerasa conocida como Bst 2.0 (producida por Bacillus stearothermophilus) con actividad
helicasa, que evita la desnaturalizacién del DNA mediante calor, por lo tanto, se vuelve innecesario
el uso de un termociclador (Mautner L. et al., 2020). Para amplificar el gen objetivo es preciso disefiar
de 4-6 oligos, que posibilitan una amplificacion altamente especifica y rapida (Figura 3), de
aproximadamente 20-30 minutos (Vindeirinho J. M. et al., 2022) y si el material genético es de RNA,
como el de SARS-CoV-2, LAMP se puede acoplar a una transcriptasa reversa (RT-LAMP) o utilizar
la Bst 3.0 que presenta una actividad retrotranscriptasa mucho mas elevada que la Bst 2.0 (Rabe B.
A. et al., 2020; Basing L. et al., 2020). Los genes que se han detectado mediante RT-LAMP son el
gen N y ORF1lab, con una sensibilidad de 86-97.62% y especificidad de 92.4-100%, pero con un
limite de deteccién de entre 20-500 copias virales/reaccion (Lim B. et al., 2021; Mautner L. et al.,

2020).
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Figura 3. Principio de LAMP mediante el uso de 6 oligos (F3, FIP, BIP, B3, LF y LB). Los oligos se unen a
diferentes regiones del DNA objetivo, y al mismo tiempo la DNA polimerasa con actividad helicasa amplifica el

DNA a temperatura constante, por lo general entre 60-65 °C. Tomado y modificado de Basing L et al. (2020).

Las principales ventajas de RT-LAMP se deben a su practicidad, porque no necesita de
equipos costosos o0 especializados que requieran de personal capacitado, inclusive la deteccion de
RNA se puede realizar sin la necesidad de una etapa de extraccion (Mautner L. et al., 2020),
adicionalmente la amplificacion genera grandes cantidades de DNA que permiten reportar la
deteccion mediante fluorescencia, cambios en el pH y hasta turbidez, haciendo a la RT-LAMP mucho
mas rapida y accesible para sectores con recursos limitados (Rabe B. A. et al., 2020). En la practica,
se ha determinado que el costo promedio de una RT-gPCR es de 15.75 ddlares, mientras que el de
la RT-LAMP es de 8.45 dolares, reafirmando su accesibilidad para los sitios POC (Igbal B. N. et al.,

2022).

Las desventajas de RT-LAMP se asocian a que el disefio de los oligos es complejo y por eso
es necesario el uso de software especializado, asimismo, se ha observado amplificacion inespecifica
en ausencia y fuera del DNA objetivo, por lo que analizar muestras mediante turbidez o con agentes
intercalantes como SYBR Green, podria generar falsos positivos (Lim B. et al., 2021; Igbal B. N. et

al., 2022). Igualmente, se han reportado falsos negativos, particularmente en muestras que
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presentan un Ct >25, por lo tanto, la carga viral se vuelve una limitante, también se ha determinado
gue alteraciones de un solo nucleotido en regiones clave, afectan la union de los oligos con el gen

N, limitando asi su amplificacion (Igbal B. N. et al., 2022).

La secuenciacion de nueva generacion (NGS) es una herramienta que determina de novo la
composicidon gendmica de los sistemas bioldgicos, por lo que se puede utilizar para la deteccion de
agentes etiolégicos sin conocimiento previo (Nooij S. et al., 2018). Esto ha permitido que mediante
la plataforma GISAID (del inglés, Global Initiative on Sharing All Influenza Data) se compartan hasta
la fecha de hoy un total de 13,295,477 secuencias gendmicas de SARS-CoV-2. Actualmente, la
aplicacién de NGS en el area del diagnéstico molecular se encuentra muy limitada, sin embargo es
capaz de detectar 0.125-1 copia viral/uL con una especificidad del 99.4% y sensibilidad del 91.1%
en un tiempo de 12-18 horas (John G et al., 2021), ademés por la inmensa cantidad de datos
gendmicos que puede generar, facilita el monitoreo filogenético de las diversas variantes de SARS-
CoV-2, que circulan en regiones urbanas con altos indices de propagacién como la Ciudad de México
(Cedro-Tanda A. et al., 2022). A diferencia de otros métodos de diagnostico, la NGS puede identificar
co-infecciones virales o bacterianas de manera precisa en pacientes con COVID-19, de hecho, se
han reportado co-infecciones con Mycoplasma pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa,
Haemophilus influenzae, Influenza A virus e Influenza B virus (John G et al., 2021). Las limitaciones
mas importantes de la NGS estan asociadas a su accesibilidad ya que se necesita de infraestructura
avanzada con profesionales altamente cualificados, y la velocidad de respuesta es muy elevada para

Su uso rutinario como sistema de diagndstico (John G. et al., 2021; Habibzadeh et al., 2021).

Como se puede observar, cada uno de los métodos actuales presentan ventajas y
desventajas (Tabla 1), por consiguiente, es necesario desarrollar nuevas herramientas que faciliten
y mejoren el diagndstico molecular. En afios recientes, ha surgido un creciente interés por el sistema
CRISPR-Cas, gracias a su especificidad y sensibilidad, lo que lo impulsa a ser una de las

herramientas méas prometedoras para la deteccion de acidos nucleicos (Jia F. et al., 2020).
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Tabla 1. Comparacién de los métodos de diagndstico molecular.

Sensibilidad Media Alta Media Alta
Especificidad Baja-alta Baja-alta Baja-media Alta
Velocidad Minutos Horas Minutos Horas-dias
Costos Bajo Medio Medio Alto

Libre de infraestructura Si No Si No
Portabilidad Alta Baja Alta Muy baja
Dificultad Facil Media Facil-media Dificil

CRISPR-Cas como método para detectar de acidos nucleicos

El sistema CRISPR-Cas estd presente en procariotas y es un mecanismo de defensa
adaptativo contra acidos nucleicos provenientes de fagos y pladsmidos invasores (Sorek R. et al.,
2013). Estos sistemas de defensa emplean un CRISPR RNA (crRNA) que es complementario a la
secuencia objetivo, y una endonucleasa Cas con la cual forma un complejo ribonucleoproteico
(RNP), que sirve para reconocer y escindir de manera especifica al acido nucleico extrafio. Durante
el reconocimiento del acido nucleico es necesaria la presencia de un motivo adyacente al

protoespaciador (PAM) cerca de la secuencia diana (Westra E. R. et al.,, 2013) (Figura 4).
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Figura 4. Mecanismo de accién del sistema CRISPR-Cas. El complejo RNP reconoce un sitio PAM para abrir
el DNA e hibridar con la secuencia de crRNA. Después de la union al DNA se procede a la escisién. Tomado y

modificado de CRISPR-Cas9 AAV y Adenovirus. (2022).

Las endonucleasas mas conocidas del sistema CRISPR-Cas son Cas9 y Casl2a. Ambas
proteinas presentan una estructura similar, compuesta por dos Iébulos proteicos: el REC que se
encarga de interactuar y reconocer al DNA, y el NUC que presenta actividad nucleasa. Cada l6bulo
contiene dominios con actividades especificas: el l6bulo REC es esencial para reconocer partes del
crRNA y mantener la interaccion entre el heterodimero crRNA-DNA, y el I6bulo NUC contiene los
dominios de las nucleasas; HNH y RuvC para Cas9 y RuvC para Casl2a (Yamano T. et al., 2016).
Las principales diferencias que existen entre Cas9 y Casl2a se observan en el crRNA, secuencia
del sitio PAM vy las constantes de disociacion. Cas9 utiliza un crRNA de entre 99-100 nt y Casl2a
necesita un crRNA de entre 42-44 nt. Ademas, el sitio PAM que reconoce Cas9 es 5NGG3’ (N puede
ser cualquier nucleotido) mientras que el sitio PAM de Cas12a es 5TTTV3 (V puede ser cualquier
nucledtido excepto T); y finalmente se ha determinado que la afinidad de unién es mucho mayor en
Casl2a (ko= 54 fM) que en Cas9 (ka= 1.85 nM) (Strohkend! I. et al., 2018; Raper A. T. et al., 2018)

(Tabla 2).

Tabla 2. Diferencias entre las proteinas Cas9 y Cas12a.

Masa 158.3 kDa 151.2kDa
Tipo de crRNA crRNA-tracrRNA CrRNA
Longitud de crRNA 99-100 nt 42-44 nt
Secuencia del sitio PAM 5'NGG3 5TTTV3
Constante de afinidad (Kg 1.85nM 54 fM

El sistema CRISPR-Cas no so6lo ha revolucionado la ingenieria genémica, sino también
areas enfocadas a la deteccion de acidos nucleicos, gracias a la programabilidad del crRNA, ya que
puede disefiarse para reconocer cualquier secuencia de interés con una alta afinidad y especificidad
(Gootenberg, J. S. et al., 2017). De hecho, el primer uso del sistema CRISPR-Cas como método de

diagnéstico molecular fue capaz de discriminar variantes africanas y americanas del virus del Zika
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(ZIKV) con una resolucion de un solo nucleétido (Pardee K. et al., 2016). Mas tarde en 2018, surgio
el sistema CAS-EXPAR™ (del inglés, Cas9 triggered exponential amplification reaction) que
presenta una sensibilidad analitica de hasta 0.82 attomolar (aM) y se utilizé para detectar RNA
mensajero (MRNA) de Lysteria monocytogenes, aunque tuvo complicaciones para detectar
microRNAs (miRNAS), ya que los crRNAs presentan un tamafio mayor al de los miRNAs (Huang M
et al., 2018). También surgieron métodos basados en la version cataliticamente inactiva de Cas9
(dCas9) que presenta mutaciones en HNH (H840A) y RuvC (D10A), que funciona como un complejo
exclusivo de reconocimiento de DNA, en lugar de una nucleasa dirigida (Josephs E. A. et al., 2015),
y dentro de estos métodos se encuentra uso de 2 proteinas dCas9 fusionadas genéticamente a una
enzima partida, que al reconocer secuencias adyacentes se permite la reconstitucion de la enzima
(zhang Y. et al., 2017) (Figura 5). Este sistema de enzimas partidas acoplada a dCas9, se ha
utilizado para detectar miRNAs como como let-7 y genes de Mycobacterium tuberculosis con una

sensibilidad aM (Qiu X. Y. et al., 2018; Zhang Y. et al., 2017).

Secuencias diana

- R4MZ
PAM }.—p»| PAM
M. tuberculosis
. tu i
Sitio diana Sitio diana

Seiial bioluminiscente

dCas9 /\/

Figura 5. Sistema dCas9 fusionado a enzimas partidas. dCas9 esta fusionado a mitades de la enzima
luciferasa de luciérnaga (CFluc o NFluc) y el posicionamiento de dCas9 sobre los sitios diana reconstituye la

actividad de la enzima que cataliza una reaccion bioluminiscente. Tomado y modificado de Zhang Y et al. (2017).
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Deteccion de SARS-CoV-2 mediante CRISPR-Cas

Para la deteccion de SARS-CoV-2 con el sistema CRISPR-Cas se han desarrollado varios
enfoques acoplados a PCR punto final o amplificacion isotérmica, y los genes que se han identificado
son el N, E, S, M, RdRP entre otros, con una especificidad del 97.5%, sensibilidad del 95%, y un
limite de deteccidn de entre 2.5-5000 copias virales/reaccion (Hernandez-Garcia A. et al., 2022). La
mayoria de estos enfoques emplean Casl2a (aproximadamente 65%) y Cas9 (aproximadamente
5%) mientras que el porcentaje restante corresponde a otras proteinas Cas (Hernandez-Garcia A. et
al., 2022). Esto se debe a que Casl2a presenta un efecto llamado actividad colateral, que consiste
en degradar DNA de cadena sencilla (ssDNA) una vez que ha reconocido y escindido la secuencia
especifica de interés (Li S. Y. et al., 2018). Algunos métodos como DETECTR™, explotan esta
actividad usando sondas de ssDNA etiquetadas con un fluoréforo y un quencher, de manera que
cuando el material genético de SARS-CoV-2 es reconocido, se enciende la actividad de DNAsa
colateral y comienza a degradar la sonda presente en el medio, generando una sefial fluorescente

(Broughton J. P. et al., 2020) (Figura 6a).

Respecto a Cas9, se ha implementado un método llamado VIGILANT™, un LFIA que usa
una proteina quimérica de dCas9-VirD2 para detectar el gen N, con un limite de deteccion de 2.5
copias virales/pL y sin reactividad cruzada con MERS o SARS-CoV-1. En este método es necesaria
la amplificacion del gen N con oligos biotinilados mediante amplificacion isotérmica con recombinasa-
polimerasa (RPA) y el etiquetado de la proteina dCas9-VirD2 con fluoresceina-5-maleimida (FAM).
Una vez que la etiqueta de biotina se une a la estreptavidina y dCas9-VirD2 ha reconocido al gen N,
la etiqueta de FAM se detecta mediante anticuerpos anti-FAM conjugados con particulas de oro
(antiFAM-AUNP), generando una sefial colorimétrica que indica la presencia de SARS-CoV-2 (Marsic

T. etal., 2021) (Figura 6b).
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Figura 6. Deteccion de SARS-CoV-2 mediante CRISPR-Cas. (Izquierda) La actividad colateral es activada
por el reconocimiento de la secuencia especifica y se inicia el corte de la sonda, al separarse el fluoréforo del
guencher la fluorescencia se hace visible y es detectada. (Derecha) La superficie recubierta con estreptavidina
captura los amplicones etiquetados con biotina y el complejo dCas9-VirD2 que se ha unido al amplicén es
reconocido por el anticuerpo antiFAM-AuNP, que da como resultado una sefial colorimétrica. Tomado y

modificado de Broughton JP et al. (2020) & Marsic T et al. (2021).

Estos avances han permitido que la FDA haya autorizado en el 2020 el uso de emergencia
de un método de diagnostico basado en CRISPR para detectar SARS-CoV-2, conocido como
Sherlok™, que es capaz de brindar resultados en un tiempo de entre 40-70 minutos y con un limite
de deteccién de 100 copias virales/reaccion (Joung J. et al., 2020). Aunque todavia existen
complicaciones relacionadas al efecto “off-target” (reconocimiento fuera del gen objetivo), lo que
podria comprometer la deteccidén genética de manera precisa (Kostyusheva A. et al., 2022), pero
hasta el momento los resultados experimentales posicionan al sistema CRISPR-Cas como uno de
los métodos de diagnéstico molecular mas prometedores e innovadores de los Udltimos afios,

motivando asi el desarrollo de nuevos enfoques.
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Disefio de métodos basados en CRISPR-Cas para detectar el gen N de SARS-

CoV-2

Para detectar el gen N en este trabajo se propusieron dos estrategias: la primera es una
deteccion enfocada en fluorescencia que utiliza un par de proteinas dCas9 etiquetadas con
fluoréforos; mientras que la segunda es una deteccion enfocada en LFIA que utiliza DNA biotinilado,
que es reconocido por dCasl2a (D908A) etiquetado con FAM. Para aumentar la sensibilidad

analitica de ambos enfoques fue necesario acoplarlos a PCR punto final.

Detecciéon enfocada en fluorescencia: La fluorescencia es un proceso fisicoquimico de
dos etapas en el que un fluoréforo absorbe fotones de longitud de onda mas corta (excitacion),
seguido de la liberacién de fotones de longitud de onda mas larga (emision) (Marshall J & Johnsen
S. 2017) (Figura 7). Este proceso se puede observar en la transferencia de energia resonante
Forster (FRET), que ocurre cuando un fluor6foro excitado (Donador) transfiere su energia de forma
no radiativa a otro fluoréforo (Aceptor). Para que esto suceda el espectro de emisién del donador
debe superponerse, al menos parcialmente, con el espectro de absorcién del aceptor, ademas los
fluor6foros deben tener una orientacion definida y estar muy préximos, entre 10-100 A, lo cual se
conoce como distancia de Forster (Berney C. & Danuser G., 2003). El fenémeno de FRET indica que
la energia liberada de la relajacion del donador es absorbida por un aceptor que se encuentra en las
proximidades, ocasionando la excitacién de uno de sus electrones y por consecuencia la emision de

un fotén por el aceptor en lugar del donador (Berezin M. Y. & Achilefu S., 2010).
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Figura 7. Diagrama de Jablonsky para la fluorescencia. Cuando un fotén interactia con el fluoréforo los
fotones son absorbidos (flecha azul), provocando que un electron pase de un nivel de energia menor a uno
mayor (S1). El electrén en un estado excitado pierde inmediatamente su energia mediante un proceso llamado
conversion interna (flechas rojas) y desde ahi regresa a su estado basal (So) pero emitiendo un foton

(fluorescencia) con energia equivalente a la energia absorbida (flecha verde).

Para detectar el gen N, se propuso un sistema de dos proteinas dCas9 etiquetadas con los
fluoréforos Atto550 (excitacion 554 nm/emision 575 nm) y Cy5 (excitacidon 649 nm/emisién 666 nm).
Estos fluoroforos presentan una distancia de Forster de 73 A (7.3 nm), por lo que se disefiaron
crRNAs que dirigen a las proteinas hacia dos secuencias especificas del gen N, que permiten la
proximidad para observar el efecto FRET entre Atto550 y Cy5, lo cual se puede reflejar como una
disminucién de la fluorescencia del fluoréforo donador (Atto550) y un aumento en la fluorescencia
del fluor6foro aceptor (Cy5) (Figura 8). Con este enfoque esperamos una mayor especificidad
respecto a los métodos de diagndstico como las pruebas de antigeno ya que es necesario que el
DNA tenga ambas secuencias que posibiliten la cercania entre los fluoréforos, lo cual indicara la

presencia del gen N de SARS-CoV-2.
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Figura 8. Deteccion enfocada en fluorescencia. EI DNA que se amplifica mediante PCR punto final es
reconocido por dCas9-Atto550 y dCas9-Cy5, esto permite la proximidad de los fluoréforos para observar el

efecto FRET, indicando asi la presencia del gen N de SARS-CoV-2. Obtenido y modificado de BioRender (2022).

Deteccién enfocada en LFIA: Los sistemas de LFIA presentan una superficie de
estreptavidina conocida como linea test (T), que es capaz de interactuar con etiquetas de biotina, lo
gue permite adsorber moléculas que presenten dicha etiqueta. También presentan una linea control
(C) que esta recubierta con anticuerpos que adsorben anticuerpos antiFAM-AuUNP y sirve para validar
la funcionalidad del ensayo de deteccién. Se amplificd una region del gen N con oligos biotinilados
mediante PCR y etiqguetamos a dCas12a con FAM. Para dirigir a dCas12a-FAM hacia una secuencia
especifica del gen N se utiliz6 un crRNA que se encuentra reportado y caracterizado para la
deteccion de SARS-CoV-2 (Broughton J. P. et al., 2020). Una vez que el complejo dCasl2a-
FAM:GenN-biotina se une a la estreptavidina, la etiqueta de FAM es reconocida por los anticuerpos
antiFAM-AuNP, que permiten una deteccién colorimétrica que indica la presencia de SARS-CoV-2

(Figura 9).
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Figura 9. Deteccion enfocada en LFIA. EI DNA biotinilado que se obtiene por PCR punto final es adsorbido
por la estreptavidina, y el complejo dCas12a-FAM que se une de manera especifica a este DNA es reconocido
por el anticuerpo antiFAM-AuUNP, lo cual se refleja como una sefial colorimétrica, que indica la presencia del

gen N. Obtenido y modificado de BioRender (2022).
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Hipotesis

Deteccion enfocada en fluorescencia: Cuando un par de complejos dCas9:crRNA etiquetados con
fluoréforos unen secuencias especificas adyacentes de DNA (gen N), ocurrir el efecto FRET debido

a la cercania de las proteinas

Deteccidn enfocada en LFIA: Cuando dCasl12a:crRNA etiquetado con FAM una al DNA (gen N)
etiquetado con biotina se formara un complejo que se unir a la estreptavidina de la tira reactiva, el

cual sera reconocido por los anticuerpos antiFAM-AuNP, lo que generara una sefial colorimétrica.

Objetivos

Objetivo general

Desarrollar nuevos métodos basados en CRISPR-dCas que permitan la deteccion especifica de

SARS-CoV-2.

Objetivos especificos

Lo

Mejorar el proceso de purificacién de las proteinas dCas9 y dCas12a

2. Amplificar una region del gen N del SARS-CoV-2 a partir de bajas concentraciones y en un
tiempo relativamente corto.

3. Validar la especificidad de los crRNAs para detectar el gen N (método basado en
fluorescencia) del SARS-CoV-2

4. Demostrar la presencia del gen N de SARS-CoV-2 con dCas9-Atto550/Cy5 mediante el
efecto FRET.

5. Optimizar un método para detectar el gen N mediante el uso de dCas12-FAM basado en

LFIA.
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Estrategia experimental general
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Figura 10. Esquema general para la deteccién del gen N de SARS-CoV-2. Se resumen los pasos desde la
obtencién de las proteinas hasta la deteccion del gen N mediante fluorescencia y colorimetria. Obtenido y

modificado de BioRender (2022).

Produccién y purificacion de las proteinas dCas9 y dCas12a

Se cultivé E. coli BL21 (DE3) en medio Luria Bertani (LB) para dCas9 y en medio Terrific
Broth (TB) para dCasl12a en un matraz Erlenmeyer (1 L) hasta una densidad 6ptica (DO, a 600 nm),
de entre 0.6 - 0.8 unidades de absorbancia (UA) a 37 °C, y posteriormente se disminuy6 la
temperatura a 18 °C. La expresion de la proteina se indujo con 1 mM de isopropilo -D-1-
tiogalactopiranésido (IPTG) 30 minutos después de la transicion de temperatura y durante 18 h. La
seleccion se hizo con 100 pg / mL de kanamicina para dCas9 y 100 yg / mL de ampicilina para

dCasl2a.
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El sedimento de células obtenido por centrifugacién se resuspendié en buffer de lisis (20 mM
Tris-HCI pH 8.0, 250 mM NacCl, 10 mM imidazol) y se sonicé con una potencia de 765 Watts por 6
minutos en hielo con ciclos ON / OFF de 5s / 25s. La muestra sonicada se centrifugd durante 35
minutos a 35,000 g y el sobrenadante obtenido se filtr6 (0.22 um) e inyecté a una columna de
cromatografia de afinidad de Ni-NTA (Cytiva). La columna se lavé con buffer de lavado (20 mM Tris-
HCI pH 8.0, 250 mM NaCl, 20 mM imidazol) y finalmente se eluy6 la proteina total con buffer de
elucion (20 mM Tris-HCI pH 8.0, 250 mM NacCl, 250 mM imidazol). Se agrego la proteasa TEV (del
inglés, Tobacco Etch Virus nuclear-inclusion-a endopeptidase) y SUMO (del inglés, small ubiquitin-

like modifier) para remover las etiquetas de histidinas de dCas9 y dCas12a respectivamente (Figura

10).
a
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BX Sitio corte
Sumo _
16.4 kDa 151.2 kDa

Figura 11. Marco de expresion de las proteinas dCas9 y dCas12a. Después del corte con la enzima TEV el
tamafio aproximado de la proteina dCas9 es de 158.4 kDa (a) y de 151.2 kDa para la proteina dCas12a después

de corte con SUMO (b).

Posteriormente la muestra se dializé toda la noche a 4 °C contra buffer de dialisis (20 mM
HEPES-KOH pH 7.5, 150 mM KCI, 10% glicerol, 1 mM DTT, 1 mM EDTA) usando una membrana
con tamafio de corte de 50 kDa. La muestra dializada y filtrada se inyecté en una columna de Heparin
Sepharose High Performance (Cytiva) que se une a proteinas de union a acidos nucleicos que se
encuentran cargadas positivamente como las proteinas dCas9 y dCas12a, después se eluy6 con 2
M de KCI. La solucion con la proteina total se concentrd hasta aproximadamente 500 uL mediante

centrifugacién con unidades de filtraciéon (Cytiva) con tamafo de corte de 100 kDa. La solucion
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concentrada se inyect6 en una columna de exclusién molecular HiLoad (Cytiva), que separa por
tamafio. Las fracciones colectadas correspondientes a las proteinas puras se combinaron y
concentraron hasta aproximadamente 10 uM. La concentraciéon de la proteina se determiné con un
espectrofotémetro NanoDrop con la opcién 1 Abs= 1 mg/mL y un factor de correccion de 1.009 para
estimar la concentracion real de la proteina (Mohanraju P et al., 2018). La proteina se congel6 en
nitrégeno liquido y se almacend a -70 °C. La pureza e identidad de las proteinas dCas9 y dCas12a
se analizaron por SDS-PAGE (del inglés, sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis)
y WB respectivamente. La pureza se determiné densitométricamente mediante el uso del software
Imaged, mientras que la identidad se confirmé con el anticuerpo monoclonal anti-Cas9 (Santa Cruz

Biotechnology, 7A9-3A3) y el anticuerpo policlonal anti-Cas12a (GeneTex, 133298).

Conjugacion quimica de las proteinas dCas con fluoréforos

Los fluoréforos que se utilizaron para etiquetar las proteinas son Atto550 (Sigma-Aldrich,
30730), Cy5 (Cytiva, 25031) y FAM (Thermo-Scientific,62245), cuya particularidad reside en que
tienen grupos maleimida capaces de reaccionar el grupo sulfhidrilo (-SH) de las cisteinas (Cys). Las
alicuotas de las proteinas se descongelaron lentamente (usando hielo) y se les adicion6 10 uM del
agente reductor tris-2-carboxietil-fosfina (TCEP). Posteriormente, se sometié a vacio durante 20
minutos a 20 °C en un ThermoVac para eliminar la presencia de oxigeno. En seguida, se dializo
durante 2 horas a 4 °C contra buffer de dialisis (20 mM HEPES-KOH pH 7.5, 150 mM KCI, 10%
glicerol) para eliminar el TCEP. Después, se adicioné el fluoréforo correspondiente a una
concentracion final de 100 uM y se dej6 incubando a 4 °C toda la noche con agitacion constante. Al
dia siguiente la proteina etiquetada se concentré mediante centrifugacién con unidades de filtracién
con tamafio de corte de 100 kDa (Cytiva, USA) para eliminar el fluoréforo no unido a las proteinas.
Finalmente, las proteinas se almacenaron a -20 °C. Para determinar el nimero promedio de
moléculas de fluoréforo por dCas conjugada (DOL, del inglés Degree of Labeling) se utilizé la

siguiente férmula:

(Amax)(ezso)
((AZBO) - (CF)(Amax))(gmax)

DOL =
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donde Anmax €s el maximo de absorcién medido a la longitud de onda de excitacion del
fluoroforo, €250 €l coeficiente de extincion molar de dCas (obtenido mediante ProtParam tool de
Expasy), Azgo la lectura de absorbancia de la dCas conjugada a 280 nm, CF (del inglés, factor
correction) que es la absorbancia corregida que sirve para eliminar el aporte del fluoréforo a 280 nm

(es exclusivo de cada fluoroforo) y emax €l coeficiente de extincion molar del fluoréforo.

Seleccion de la secuencia de DNA diana

Se utilizé el programa de alineamiento multiple de secuencia de acidos nucleicos Nucleotide-
BLAST (NCBI, version BLASTN 2.13.0+), para el analisis de homologia de la regién del gen N de
SARS-CoV-2 que se desea amplificar. La secuencia diana del gen N se analizé con un enfoque
megablast (secuencias muy similares) y los registros obtenidos fueron filtrados por: betacoronavirus,

coronavirus, coronaviridae, Influenza A virus, Influenza B virus y Homo sapiens.

Amplificacion de la secuencia de DNA diana mediante PCR

El disefio de los oligos se hizo con el software Oligo Analyzer 3.1® de IDT (Integrated DNA
Technologies, USA) para descartar estructuras secundarias y Primer-BLAST para evitar
amplificacién cruzada. Posteriormente los oligos se sintetizaron en T4 OLIGO. Los oligos amplifican
una region del gen N generando un amplicon de 359 pares de bases (pb) (Tabla 3). Latemperatura

tedrica de alineamiento de los oligos fue de 63 °C y se determiné con Tm Calculator (NEB).

Tabla 3. Oligos utilizados para la PCR punto final.

FwPCRgenN 5GTGGGAATGTTTTGTATGCGT3’ 43 56 °C
RvPCRgenN 5’CACTAAGAAATCTGCTGCTGAZ 43 54 °C
%GC: Indica el porcentaje de guanina y citosina y se recomienda un rango de 40-60%.

Tm: Temperatura a la cual el 50 % de los oligos se encuentra en forma monocatenaria y el 50% interactian con

la secuencia complementaria. La diferencia entre la Tm de los oligos no debe ser mayor a 5 °C.

Para amplificar la regién de interés del gen N se utilizé el plasmido pET-28a-SARS-CoV-2,

donado por el grupo de investigacion del Dr. Luis Brieba de la Unidad de Genémica Avanzada del
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LANGEBIO. Este plasmido tiene en su secuencia los genes E, Ny S del SARS-CoV-2 cepa Wuhan
y para su amplificacion se utilizé E. coli DH5-a en medio LB con 100 pg/mL de kanamicina. El cultivo
inicial se incubd en 5 mL durante 8 horas y posteriormente se transfirié a un cultivo de 100 mL durante
toda la noche, ambas temperaturas de incubacion fueron 37°C. El plasmido se purificé con ZymoPure

Il Plasmid Midiprep Kit de acuerdo con las sugerencias del fabricante (Zymo Research, USA).

La PCR se llevé a cabo en un termociclador T100 (Biorad). La reaccién consiste en 12.5 pL
de master mix 2X (Q5 High-Fidelity-NEB), 1.25 yL de oligo Fw (10 yM), 1.25 L de oligo Rv (10 uM),
9 yL de agua y finalmente 1 pL del plasmido pET-28a-SARS-CoV-2 con la concentracién
correspondiente. Las condiciones de la PCR fueron las siguientes: desnaturalizacion inicial a 98 °C
por 30 s durante 1 ciclo; desnaturalizacion a 98 °C por 10 s, alineamiento a 58 °C por 10 s y extension
a 72 °C por 10 s, todo esto por 20 ciclos; extension final a 72 °C por 2 min y almacenamiento a 12
°C, ambos por 1 ciclo. Finalizada la PCR los amplicones se purificaron mediante precipitacion con
etanol. El producto de la reaccion se tifio con SYBR Safe y se analiz6 mediante electroforesis en gel

de agarosa al 1% (60 V / 1 hora).

Disefio de los crRNASs

Los crRNAs de dCas9 que se utilizaron para los ensayos de unién al gen N y determinacién
del efecto FRET se disefiaron manualmente (Tabla 4) y analiz6 su eficiencia y especificidad
mediante los softwares web ChopChop y CRISPOR. Todos los crRNAs de este trabajo se
sintetizaron quimicamente (IDT, USA). Las regiones guias de los crRNAs tienen una longitud de 20
nucledétidos y ambos crRNAs reconocen secuencias adyacentes del gen N separadas por 21 pb
(Figura 11). Para los ensayos de LFIA con dCasl2a se utiliz6 un crRNA que en este proyecto
llamaremos crRNA-LFIA (Tabla 4), el cual ha sido reportado y caracterizado para reconocer el gen

N (Broughton JP et al., 2020).

30



Tabla 4. Secuencia guia de los crRNAs para reconocer una region del gen N

crRNA1 5’ CGAAGAACGCUGAAGCGCUGY 62 100
crRNA2 5AAGUCACACCUUCGGGAACG3 61.42 100
crRNA-LFIA 5'CCCCCAGCGCUUCAGCGUUC3’ - -
crRNA2
Espaciado de 21 pb
3" GCAAGGGCUUCCACACUGAAS'
5/-===---- CCACGTTCCCGAAGGTGTGACTTCCATGCCAATGCGCGACATTCCGAAGAACGCTGAAGCGCTGGGE-~=~~~~~ 37
3 ——————- GGTGCAAGGGCTTCCACACTGARGGTACGGTTACGCGCTGTAAGGCTTCTTGCGACTTCGCGACCCC-~------~ 57
5’ CGAAGAACGCUGAAGCGCUG3’
crRNA1

Figura 11. Reconocimiento de los crRNAs en una region del gen N. La distancia que existe entre las

secuencias reconocidas por los crRNAs es de 21 pb, equivalente a 7.14 nm.

Ensayo de unién a DNA por las proteinas dCas9

Los complejos RNPs entre las Cas (fluorescentes o no) y los crRNAs se prepararon mediante
la incubacion a 25 °C de las proteinas dCas9-Atto550 y dCas9-Cy5 con crRNALl o crRNA2,
respectivamente, a una estequiometria 1:1, en buffer de reaccién 1X (100 mM NaCl, 50 mM Tris-
HCI, 10 mM MgCl,, 100 yg/mL BSA pH 7.9) durante 20 minutos. La muestra de DNA (obtenida
mediante PCR) se mezclé con el complejo RNP-fluorescente en una estequiometria 1:1 (50 nM
DNA:50 nM RNP) en buffer de reaccion 1X y la mezcla se incub6 durante 30 minutos a 37 °C. Las
muestras se tifieron con SYBR Safe y se analizaron en un gel de poliacrilamida al 8 % y se corrieron

a 80V / 45 minutos.

Deteccion de una region de gen N con CRISPR-dCas9 usando FRET

En un volumen final de 35 pL los complejos RNPs-fluorescentes se mezclaron con el
producto de PCR en buffer de reaccion 1X y después se incubaron durante 30 minutos a 37 °C en

una placa negra con 384 pocillos. Posteriormente, se midié la emisién de fluorescencia en la region
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de 560 a 700 nm (excitacidon a 555 nm), usando un lector de placas Cytation 5 (Biotek, USA). Para
comparar la intensidad de FRET de cada muestra y poder determinar si habia FRET o no, se us6 el
cociente resultante entre las fluorescencias maximas emitidas de los fluoréforos aceptor y donador
(AMflesenm / Mlsssnm). Una muestra positiva para FRET tiene un cociente mayor que el del control

negativo.

Deteccion de unaregion de gen N con CRISPR-dCas12a mediante tiras de

flujo lateral

Los complejos RNP-FAM se formaron mediante incubacion a 37 °C durante 20 minutos de
dCasl12a-FAM con el crRNA a una estequiometria 1:1 en buffer de reaccion 1X. Posteriormente, se
anadieron 5 L de producto de PCR de DNA biotinilado y se incubaron con buffer de reacciéon 1X a
37 °C / 30 minutos en un volumen final de 20 yL. Esto permite la interacciéon entre RNP-FAM con
DNA-Biotina. Después de la incubacion los 20 yL de la reaccion se afaden a la almohadilla de
deteccion de la tira reactiva HybriDetect (Milenia Biotec, Alemania) siguiendo las recomendaciones
del fabricante. Estas tiras reactivas presentan una linea control con estreptavidina que interacttia con
la biotina unida al amplicén que es reconocido por el RNP de dCasl2a-FAM que a su vez es

reconocido por los anticuerpos antiFAM-AuNP.

Analisis estadistico

Los resultados que se obtuvieron por triplicado se reportaron como media con su respectiva
desviacion estandar: La significancia entre las medias se analiz6 con el software GraphPad Prism
9.4.1 utilizando la prueba T no pareada (para dos medias) y el ANOVA de un factor (para tres o més
medias) seguido de una comparacién multiple Sidak (para la caracterizacion de FRET a diferentes
estequiometrias de los RNPs) y comparaciéon multiple Turkey (para la validacion de especificidad del

sistema de flujo lateral).
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Resultados y discusion

Expresion y purificacion de las proteinas dCas9 y dCas12a

Las proteinas dCas9 y dCas12a se aislaron de la fraccién soluble del lisado celular de E. coli
BL21 (DE3) y se purificaron mediante tres pasos de cromatografia: afinidad a niquel, intercambio
i6nico y exclusiébn molecular (SEC) (Figura 12). La purificacién por afinidad a niquel (Figura 12a,e)
se realiz6 gracias a la etiqueta de 6xHis en el amino terminal de la dCas9 y dCas12a; dicha etiqueta
se cortd con la enzima TEV para dCas9, y SUMO para dCasl12ay se removi6 de la solucion durante
el proceso de didlisis. Anteriormente en la purificacion por intercambio i6nico se utilizaba una
columna de HitrapSP (Arroyo, L., 2022), pero para mejorar la pureza de las proteinas se decidid
emplear una columna de heparina que presenta grupos carboxilato (COO-) y sulfonato (SO3),
capaces de interactuar con la carga positiva de la proteina de interés. (Figura 12b,f). Para que las
proteinas dCas obtuvieran carga positiva e interactuaran con la resina de heparina, fue necesario
utilizar un buffer con un pH menor al punto isoeléctrico (pl) de las proteinas dCas9 (pl = 8.98) y
dCasl2a (pl = 8.01). Finalmente, las proteinas se purificaron con base en su tamafio mediante una
cromatografia de exclusién molecular (Figura 12c,g), y como se observa en los cromatogramas de
SEC (Figura 12d,h) las proteinas correspondientes a la dCas se observaron en el tercer pico (flecha

azul) mientras que las proteinas contaminantes se visualizan en los picos restantes.
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Figura 12. Purificacion de dCas9 y dCas12a. (a-d) dCas9 y (e-h) dCas12a. (a,e) SDS-PAGE del proceso de
purificacion mediante columna de afinidad a niquel. (b,f) SDS-PAGE del proceso de purificacion por intercambio

i6nico con heparina. (c,g) SDS-PAGE correspondiente al proceso de purificacion mediado por exclusion
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molecular. (d,h) Cromatograma de la exclusion molecular; con flechas azules se indican las fracciones que

presentan a las proteinas dCas9 y dCas12a. Los rectangulos rojos indican a las proteinas dCas9 y dCas12a.

La pureza e identidad de las proteinas se determiné por SDS-PAGE y WB respectivamente
(Figura 13). En el andlisis de pureza nos podemos percatar que mediante la estrategia de Niquel-
Heparina-SEC se obtiene un mayor grado de pureza (>90 %) en comparacién con el protocolo
original de Niquel-HitrapSP-SEC que presenta una pureza <85 % (Arroyo, L., 2022) (Figura 13c,g).
Se ha reportado que esta mejora en la pureza se debe a que la heparina imita la estructura
polianionica de los acidos nucleicos, por lo que las proteinas Cas, que interactdan con &cidos
nucleicos, se unen con mayor fuerza a la resina de heparina de la columna (Mohanraju P. et al.,
2018; Gao Y. et al., 2021). Todo esto contribuye a la eliminacién de proteinas y acidos nucleicos

contaminantes.

Para confirmar la identidad de las proteinas purificadas se usaron anticuerpos monoclonales
anti-Cas9 y policlonales anti-Casl2a. En el WB (Figura 13d) se observa una banda de mayor
intensidad que indica la presencia de dCas9. La banda de intensidad tenue que se observa para el
control negativo (dCasl12a) puede deberse a que el anticuerpo monoclonal reconoce un epitopo
parecido al de dCas9, lo que suele ser comlin para proteinas que presentan cierta homologia
estructural como dCas9 y dCas12a. Para el WB de dCas12a observamos algo similar (Figura 13h),
esto se debe a que los anticuerpos al ser policlonales reconocen diferentes epitopos de una misma
proteina, lo que aumenta las posibilidades de reaccion cruzada en proteinas con estructura similar
(Lipman N. S. et al.,, 2005). Aunque esta inespecificidad también suele asociarse al blogueo
inadecuado de la membrana, por lo que en esta situacion los anticuerpos se unen a otra cosa que

no necesariamente es la proteina objetivo (Mahmood T. & Yang P. C., 2012)
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Figura 13. Pureza e identidad de dCas9 y dCas12a. (a-d) dCas9 y (e-h) dCasl12a. (a,e) SDS-PAGE de las
proteinas purificadas por Niquel-Heparina-SEC. (b,f) SDS-PAGE de las proteinas purificadas por Niquel-
HitrapSP-SEC, tomado de Arroyo L. 2022. (c,g). Andlisis de pureza de las proteinas purificadas mediante el

software ImageJ (d,h). WB de las proteinas purificadas mediante Niquel-Heparina-SEC.
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Caracterizacion del etiquetado de las proteinas

En el proceso de etiquetado utilizamos fluoréforos con grupos maleimida, el cual es capaz
de reaccionar con el grupo sulfhidrilo (-SH) de las cisteinas (Cys) presentes en las proteinas dCas9
y dCasl2a (Figura 14). La reaccion forma un enlace covalente tioéter entre la proteinay el fluoréforo
con alta eficiencia y selectividad, muy parecida a las reacciones de “quimica clic’ (Northrop B. H. et

al., 2015).

\{(—\| Ou-n, > X j;“:;_m

H+

Figura 14. Mecanismo molecular de la reaccion sulfhidrilo-maleimida. Los electrones del grupo -SH
desplazan a los electrones el grupo maleimida que trae consigo la liberacién de un protén y la formacion de un

enlace tioéter. R1 indica la posicion del fluor6foro. Tomado de Quanta Biodesign Limited (2022).

La proteina dCas9 cuenta con 2 Cys en su secuencia (C80 y C574), por lo que se pueden
conjugar a la proteina un maximo de 2 fluoréforos (Figura 15a). Para el proceso de etiquetado con
Atto550, se obtuvo un valor de DOL de 3.48, mientras que para Cy5 se obtuvo un valor de 2.9. Estos
valores indican que las muestras de proteina presentan un exceso de 1.48 fluoréforos. Esta porcion
representa fluoréforos absorbidos y no unidos covalentemente, los cuales posiblemente no se
eliminaron durante el proceso de remocién del exceso de fluoréforo (centrifugacion con las unidades
de filtracion) usado durante la reaccién de conjugacion. También se obtuvo el espectro de emision
de las proteinas dCas9 conjugadas (Figura 15b) y verificd que el proceso de etiquetado no afecto a
los picos de emision de Atto550 y Cy5, ya que se ha reportado que la cercania de ciertos aminoacidos
aromaticos puede generar fotoblanqueo, es decir que los fluor6foros ya no puedan emitir

fluorescencia (Smit J. H. et al., 2019).
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Figura 15. Proteina dCas9 etiquetada con fluoréforos. (a) e muestra la estructura cristalografica de dCas9
(PDB 6IFO) y las flechas rojas sefialan las Cys que pueden reaccionar con la maleimida presente en los
fluoréforos Atto550 y Cy5. (b) Espectro de emision de las proteinas dCas9 etiquetadas con los fluoréforos

Atto550 (575 nm) y Cy5 (666 nm). Se observan los picos de emision méxima caracteristicos (flechas negras).

La proteina dCas12a cuenta con un total de 8 Cys (C65, C205, C334, C379, C608, C674,
C1025 y C1248) por lo que existen 8 posibles sitios de conjugacion (Figura 16). Se obtuvo un valor
de DOL de 5.46, lo que indica un sub-etiquetado, es decir que no todas las Cys reaccionaron con el
grupo maleimida de FAM. Esto se puede deber a que hay Cys que no se encuentran expuestas al
solvente. Para esta proteina no fue necesario obtener un espectro de emision ya que dCasl12a-FAM
se utilizé para el enfoque de LFIA cuyo fundamento se basa en el reconocimiento de FAM por

anticuerpos y no por deteccion fluorescente.
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dCas12a (PDB:5B43A)

Figura 16. Estructura secundaria de la proteina dCasl2a. Se muestra la estructura cristalografica de

dCasl12a (PDB 5B43) y con flechas rojas se sefialan las Cys que pueden reaccionar con la maleimida de FAM.

Seleccién y amplificacion de la secuencia a detectar

Se seleccioné una region del gen N como secuencia objetivo y, mediante un alineamiento
multiple, se demostré que esta secuencia no presenta homologia con otros virus respiratorios de la
familia Coronaviridae (MERS-CoV, SARS-CoV) y Orthomyxoviridae (Influenza A virus e Influenza B
virus). El alineamiento multiple también arrojé un porcentaje de identidad del 100% con secuencias

gendmicas exclusivamente relacionadas al gen N de SARS-CoV-2 (Porcentaje de identidad),

evidenciando la naturaleza conservada de la regién del gen N, lo cual tiene sentido biol4gico, ya que
el gen N codifica para una proteina de union a RNA que es crucial para el empaquetamiento del
genoma viral, por lo que la tasa de mutaciones es relativamente baja en comparacion con el gen S
(Thakur S. et al., 2022). Este aspecto es muy importante ya que de esta forma se asegura amplificar
regiones exclusivas de SARS-CoV-2 que reduzcan la obtencion de falsos positivos y se selecciond
regiones conservadas que sean menos susceptibles a deleciones o inserciones para evitar los falsos

negativos. Todos los ensayos se disefiaron para detectar esta regiéon del gen N de 356 pb.
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Nuestros métodos de deteccion se acoplaron a una amplificacion previa por lo que se disefié
oligos para amplificar la region del gen N por PCR punto final. La temperatura tedrica de alineamiento
gue se determin6 para los oligos fue de 63 °C, pero al realizar el gradiente de temperatura nos
percatamos que la temperatura de alineamiento adecuada es de 58 °C, ya que se observé una mayor
cantidad de amplicones del tamafio esperado (Figura 17a). Después, con la temperatura de
alineamiento adecuada, se realizé un gradiente de la concentracién de DNA plasmidico a amplificar,
desde aM a nM, cuyo propésito fue conocer hasta qué punto se podia obtener una cantidad visible
de DNA, ya que existen métodos como LAMP capaces de amplificar DNA a partir de concentraciones
attomolares, lo cual mejora el limite de deteccion de métodos CRISPR acoplados a una pre-
amplificacion (Hernandez-Garcia A. et al., 2022). Por ello, seleccionamos la concentracion de 400

aM como la més adecuada para la amplificacion por PCR punto final (Figura 17b).

Gradiente temperatura de alineamiento Gradiente de concentracion
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Figura 17. Amplificacion de la regiéon del gen N. Geles de agarosa al 1 %. (a) PCR de la region del gen N
mediante gradiente de temperatura de alineamiento. (b) PCR de la regidn del gen N con concentraciones
diferentes de DNA plasmidico. El cuadro rojo indica el producto de PCR obtenido a partir de una concentracion

de 400 aM. En cada pozo se cargaron 3 L del producto de PCR.

Uno de los aspectos mas importantes para la deteccion de acidos nucleicos es la reduccién

de los tiempos de reaccién, por ello, decidimos probar distintos tiempos para la PCR punto final, y
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encontramos que, en un tiempo aproximado de 30 minutos, es suficiente para obtener amplicones
de manera especifica, validando asi la funcionalidad de los oligos (Figura 18). La reduccion de este
tiempo es crucial ya que otros métodos, como LAMP y RPA, necesitan un tiempo de entre 20-25
minutos para amplificar el material genético, por lo que, al menos en este aspecto podemos ser
equiparables, y ademas no observamos amplificaciones inespecificas y cruzadas que suelen ser

comunes con los oligos utilizados en LAMP (Lim B. et al., 2021; Igbal B. N. et al., 2022).

10 minutos 20 minutos 33 minutos

MW + . T - + .

400—

300—
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100=—

Figura 18. Optimizacidn del tiempo de amplificacion. Gel de agarosa al 1 %. Se probaron distintos tiempos

de amplificacién y se determiné que un tiempo de 33 minutos es suficiente para amplificar de manera especifica

la regién del gen N. En cada pozo se cargaron 5 uL del producto de PCR.
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Método de deteccion basado en fluorescencia

Analisis de especificidad de los crRNAs para dCas9

La secuencia guia de los crRNAs se analizé in silico y se obtuvieron valores respecto a la
eficiencia y especificidad. El valor de eficiencia esta relacionado con la expresion de los crRNAs bajo
el control de un promotor T7 0 U6 en un contexto celular, por lo que, para nuestros fines, el valor de
eficiencia no tiene importancia alguna. El valor de especificidad esta relacionado con el efecto off-
target y se le asigna un puntaje que varia de 0 a 100 puntos. Un menor nimero de posibles sitios
off-target corresponde a un mayor puntaje de especificidad y se recomiendan valores = 50 para que
el crRNA sea especifico (Doench J. G. et al., 2016). Los crRNAs que se disefiaron para detectar una
regién del gen N mediante el enfoque de fluorescencia, tienen un puntaje de 100, por lo que podemos

asegurar una deteccién genética mas precisa.

Para validar experimentalmente la funcionalidad de los crRNAs, se realiz6 un ensayo de
unién a DNA (Figura 19). Se us6 amplicones de la regién del gen N como nuestro DNA objetivo
(DNA (+)) y un DNA de 120 pb como nuestro control negativo (DNA (-)). Primero se realizé un ensayo
control con la proteina dCas9 sin etiquetar, que consistié en la incubacion del complejo RNP con el
DNA (+) y el DNA (). EI DNA (+) en presencia del RNP present6 cambios en la migracion
electroforética, mientras que el DNA (-) que se incubd con el RNP no presenté tal cambio (Figura
19a). Esto indic6 que el RNP es capaz de discriminar secuencias y unirse de manera especifica a
los amplicones del DNA (+). Posteriormente, evaluamos los complejos RNPs formados por dCas9-
Atto550:crRNA1 y dCas9-Cy5:crRNA2 (Figura 19b-c), y encontramos el mismo comportamiento que
en el ensayo control. Con esto se demostrd que los puntajes de especificidad de los crRNAs son
confiables, y ademas se verifico que el proceso de etiquetado no modificd la capacidad de los
complejos RNPs para reconocer secuencias especificas de DNA, cumpliendo asi con uno de los
pardmetros mas importantes para la deteccion de genes proveniente de agentes infecciosos como

SARS-CoV-2
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Figura 19. Validacion experimental de los crRNAs. Geles de poliacrilamida al 8%. Las flechas rojas indican
donde deberia estar ubicado el DNA en ausencia de RNP. (a) En el experimento control no se observa que el
amplicdn del DNA (+) esté a la altura correspondiente de 359 pb ya que esta interactuando con el RNP-dCas9,
mientras que el DNA (-) no presenté cambios en su movilidad electroforética, lo que indica que el RNP no lo
esta uniendo. (b) Se observé que el amplicon del DNA (+) es reconocido de manera especifica por el RNP de
dCas9-Att0550:crRNA1 ya que hay cambios en la movilidad electroforética a diferencia del DNA (-). (c) El RNP

de dCas9-Cy5:crRNA2 también fue capaz de unirse especificamente al amplicon del DNA (+) y no al DNA (-).

Caracterizacion del efecto FRET para la deteccion del gen N

Después de mejorar la pureza de las proteinas, obtener los amplicones del gen N a partir de
una concentracién aM en un tiempo éptimo, y validar la especificidad de los crRNAs para dCas9, se
procedi6 a caracterizar la deteccion del gen N mediante el fendmeno de FRET. Para caracterizar la
deteccidn enfocada en fluorescencia, se utilizé una concentracién de 100 nM del amplicon del DNA
(+) y el DNA (-), ambos purificados mediante precipitacion por etanol. La concentracion de RNP- Cy5
(Aceptor) se mantuvo constante a 100 nM, mientras que la concentracion de RNP-Atto550 (Donador)
fue de 0, 50, 100 y 200 nM, obteniendo estequiometrias de Aceptor + Donador (A+D) de 1:0, 1:0.5,

1:1y 1:2. Larazon por la que usamos productos de PCR purificados, fue para analizar los espectros
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de emision en condiciones experimentales mas controladas, y evaluamos diferentes estequiometrias
para encontrar en qué punto la deteccion es confiable. Después de establecer estas condiciones se
generaron los espectros de emisidn para cada una de las muestras al excitarse con una longitud de
onda de 555 nm (Figura 20a), y partir de estos datos se obtuvo el indice de FRET (también llamado
FRET radiométrico). El indice de FRET se calculé como un cociente entre la fluorescencia del pico
de emision maxima del aceptor RNP-Cy5 (666 nm) respecto a la del donador RNP-Atto550 (555 nm),
Milessnm / Aflsssnm. Dicho cociente de las intensidades de fluorescencia se puede ver como una medida
relativa de la transferencia de energia de Atto550 a Cy5 cuando el primero es excitado. El cociente
calculado mostré que al aumentar la relacion estequiometria entre RNP-Cy5 y RNP-Atto550 se
detectan “menos diferencias” entre el indice de FRET de una muestra positiva y negativa (Figura
20b), lo cual no es 6ptimo para la deteccion de genes, por lo que se selecciond la estequiometria de

1:0.5 como la méas adecuada.
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Figura 20. Caracterizacion de FRET a diferentes relaciones estequiometrias de RNPs. (a) Espectro de
emision de las muestras de DNA incubadas con los RNPs a distintas concentraciones, después de la excitacion

a 555 nm. En flecha negra se muestra el pico maximo de emision de Atto550 y en flecha roja el de Cy5. (b)
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Intensidad de FRET determinada por el cociente entre los picos de emision de RNP-Cy5 y RNP-Atto550
(Aflessnm/Aflsssnm). Las barras de error representan la desviacion estandar de tres experimentos. 0.12 (ns), 0.033

(*), 0.002 (**), < 0.001 (***).

Para demostrar que podemos detectar el gen N con la estequiometria seleccionada, se
realizé un ensayo con producto de PCR purificado correspondiente al DNA (+) y DNA (-). Se
obtuvieron los espectros de emisidn (Figura 21a) y cualitativamente se observo que el amplicon del
DNA (+) presenta una disminucién de fluorescencia en el pico de 575 nm y un aumento en el pico
de 666 nm, lo que indicd una transferencia de energia entre los fluoréforos, pero esto también se
observo en la muestra con DNA (-), aunque con un menor aumento en fluorescencia correspondiente
al pico de 666 nm, lo que indicaria FRET residual e inespecifico. Para determinar qué producto de
PCR presenta una mayor transferencia de energia, se calculd el indice de FRET (Figura 21b) y se

confirmo que la muestra con DNA (+) presenta un valor de intensidad mayor.
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Figura 21. Deteccion de productos de PCR purificados mediante FRET. (a) Espectro de emisién de las
muestras de DNA incubadas con los RNPs a una estequiometria de 1:0.5, después de la excitacion a 555 nm.
En flecha negra se muestra el pico maximo de emisién de Atto550 y en flecha roja el de Cy5. (b) Intensidad de

FRET que confirma que en la muestra con el DNA (+) hay una mayor transferencia de energia entre los
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fluoréforos. Las barras de error representan la desviacion estandar de tres experimentos. 0.12 (ns), 0.033 (*),

0.002 (**), < 0.001 (***).

Hasta este punto, la deteccién mediante fluorescencia se ha realizado con producto de PCR
purificado, sin embargo, esto no es lo 6ptimo, ya que implica una hora adicional para el proceso de
deteccion. Por consiguiente, se realizé el ensayo con 5 uL del producto de PCR sin purificar y se
evidencio que en las muestras con el DNA (+) sigue existiendo una mayor transferencia de energia
(Figura 22 a-b). Esto es ideal ya que si suman los tiempos de procesamiento de la muestra (30
minutos de PCR, 30 minutos de incubacién con los RNPs y 10 minutos de la lectura mediante
fluorescencia) se obtiene un total de 70 minutos, estando por debajo del tiempo de métodos como la
gPCR, que suele ser de hasta 4 horas o como la NGS que genera resultados en un total de 24 horas.
Aunqgue es necesario hacer mas experimentos para determinar la sensibilidad y especificidad en un
ndamero amplio de muestras distintas, ademas observamos que existe una menor significancia en
los resultados obtenidos, por lo que las evidencias estadisticas de que existan diferencias se ven

reducidas.

{1 PCR(-)+A+D(1:0)
0.3+

§ 4 PCR()+A+D(1:05)

§4ooo O PCR(+)+A+D(1:0) %

g ® PCR(H+A+D(105) 3

E gu.z-

3 ;

3 £

| 0.1+

c

g

£
0.0~

600 650 700
Longitud de onda (nm) RS s
Q'\:'\ Q,\l\

< &

Figura 22. Deteccion mediante FRET de productos de PCR sin purificar. (a) Espectro de emision de las
muestras de PCR sin purificar. (b) Intensidad de FRET para muestras de PCR sin purificar. Las barras de error

representan la desviacion estandar de tres experimentos. 0.12 (ns), 0.033 (*), 0.002 (**), < 0.001 (***).
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Para la deteccién de la region del gen N se calcul6 el indice de FRET, cuyo valor es util para
el andlisis semicuantitativo dentro de un mismo experimento. En cambio, la eficiencia de
transferencia (E) es un valor cuantitativo directamente relacionado a la distancia entre los fluoréforos,
gue indica la fraccidn de energia fotonica absorbida por el donador y que es transferida al aceptor,
por ello, determinar su valor seria lo mas adecuado (Berney C & Danuser G, 2003), pero para este
sistema su célculo es casi imposible, ya que las proteinas presentan mas de un fluoréforo, una
porcion de fluor6foro no unido, y ademas no se tiene la seguridad de que todos los fluor6foros
participen en el proceso de FRET. Asimismo, se ha reportado que los valores de E son mucho menos
confiables cuando la proporcién molar de donador a aceptor es menor de 1:1 (Shrestha D et al.,

2015), por lo que nuestra estequiometria de 1:0.5 seria un problema.

Se demostrd que este sistema de fluorescencia acoplado a PCR punto final puede detectar
acidos nucleicos de forma sencilla 'y en un tiempo relativamente corto (70 min), aunque con ciertas
limitaciones, principalmente relacionado al célculo del indice de FRET, cuyo valor es dependiente
del instrumento de medicidn, por lo que una comparacion directa entre diferentes indices de FRET
serd complicado (Berney C. & Danuser G., 2003). Para mejorar el sistema es necesario asegurar
gue cada proteina esté etiqguetada con un solo fluoréforo, y que ademas presenten la suficiente
flexibilidad que les permita una interaccion mas certera entre el fluor6foro donador y aceptor, de
hecho esto ya se ha evaluado con dCas9 fusionado a proteinas fluorescentes como mCerulean3
(Donador) y mVenus (Aceptor) y obtuvieron valores de eficiencia de trasferencia que coinciden con
la distancia estimada entre las dos regiones de DNA reconocidas por los RNP-mCerulean3 y RNP-
mVenus (Lim S. et al., 2020). Estas dCas9 fusionadas presentan un linker de aminoacidos que brinda
flexibilidad a mCerulean3 y mVenus, por lo que para nuestro sistema proponemos etiquetar a dCas9
con Atto550 y Cy5 unidas a maleimida mediante linkers como polietilenglicol (PEG), esto permitiria

acercar ambos fluoréforos para que FRET sea mas eficiente.
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Método de deteccion basado en flujo lateral

Al igual que la detecciéon basada en fluorescencia, el enfoque de flujo lateral esta acoplado
al desarrollo previo de una PCR punto final, con la diferencia de que en este método los amplicones
estan biotinilados. Ademas, para la formacion del complejo RNP-FAM utilizamos el crRNA-LFIA y la
proteina dCasl12a-FAM, cuya especificidad es similar a dCas9 (Wang Y et al., 2020) pero cuenta con

una afinidad mayor; en el orden de fM, lo que podria mejorar el limite de deteccion.

Para nuestro ensayo preliminar de deteccién, utilizamos producto de PCR purificado a una
concentracion de 100 nM, el cual se incub6 con RNP-FAM a una concentraciéon de 1 puM
(estequiometria 1:10). Durante la incubacion de las muestras, se formé el complejo RNP-FAM:
DNA (+)-biotina, el cual se detectdé mediante tiras de flujo lateral. Estas tiras presentan dos lineas de
deteccion (Control y Test) que se hacen visibles durante la deteccion dependiendo si la muestra es
positiva 0 negativa. La linea control (C) esta recubierta con anticuerpos que capturan el anticuerpo
anti-FAM conjugado a nanoparticulas de oro (Au-NP), y verifica que la tira reactiva funcion6
adecuadamente durante el ensayo experimental. La otra corresponde a la linea test (T), la cual esta
recubierta con estreptavidina, y que es capaz de capturar moléculas biotiniladas (Figura 9). La
deteccion ocurre cuando la molécula capturada por la estreptavidina es reconocida por anticuerpos
antiFAM-AuNP. En ambas muestras, DNA (-) o DNA (+) se visualiz6 claramente la banda de la linea
control, en cambio solo para la muestra de DNA (+) se observé una banda en la linea T, aunque con
baja intensidad. Esto indica que el complejo RNP-FAM:DNA (+)-biotina se uni6 a la estreptavidina
presente en la linea T y que los anticuerpos antiFAM-AuNP lo reconocieron (Figura 23a).
Posteriormente calculamos un cociente entre la intensidad de la sefial colorimétrica de la linea T
respecto a la C, confirmando que la intensidad de la banda para la muestra con DNA (+) es

claramente mucho mayor que para la muestra con DNA (-) (Figura 23b).
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Figura 23. Ensayo inicial de flujo lateral parala deteccién del gen N. (a) Ensayo de flujo lateral con producto
de PCR purificado. La linea control (C) indicada con flecha negra esta recubierta con anticuerpos que reconocen
anticuerpos antiFAM-AuNP, en consecuencia, funciona como control experimental. La linea test (T), indicada
con flecha roja, esta recubierta con estreptavidina y captura los amplicones etiquetados con biotina. La muestra
con DNA (-) presenta una sola banda correspondiente a la linea C, mientras que la muestra con el DNA (+)
presenta dos bandas correspondientes a la linea T y C. (b) Andlisis de intensidad colorimétrica (Test/Control)
mediante el software ImageJ. Se calcula el nimero de pixeles para la region de interés (Test y control) y
posteriormente se obtiene un cociente para determinar valores relacionados a la intensidad colorimétrica de la

banda. La muestra con DNA (+) presenta una intensidad colorimétrica mayor que el DNA (-)

Posteriormente, evaluamos diferentes concentraciones de producto de PCR purificado (DNA
(+) o DNA (-)) y RNP-FAM, pero manteniendo constante la estequiometria molar en 1:1 (Figura
24a). Esto se hizo para determinar si la intensidad de la linea T era dependiente de la concentracion
de DNA. Nos percatamos que la intensidad de la linea T correspondiente a la concentracion de 1 uM
de DNA (+) y 1 uM de RNP-FAM (Estequiometria 1:1) tiene un valor similar al de la sefial generada

por la concentracion de 100 nM de DNA (+) y 1 uM de RNP-FAM (Estequiometria 1:10), esto nos
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indicé que la intensidad de la banda es dependiente de la concentracion de DNA y de una relacion

estequiomeétrica >1 y <10 respecto al RNP-FAM (Figura 24b).
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Figura 24. Caracterizacion de flujo lateral para diferentes concentraciones de DNA:RNP-FAM vy
estequiometria constante. (a) Ensayo de flujo lateral con producto de PCR purificado a diferentes
concentraciones, pero con una estequiometria de 1:1 entre el DNA ya sea positivo 0 negativo, y el complejo
RNP-FAM. (b) Andlisis de intensidad colorimétrica (Test/Control) mediante el software ImageJ. Obsérvese que
el DNA (+) a partir de la concentracion de 750 nM de RNP-FAM se comienza a hacer visible la linea T, pero
tiene una menor intensidad que la linea T correspondiente a la concentracion 1 uM. En las muestras con DNA

(-) solo se observo la linea C.

En seguida, se realiz6 un ensayo en el que se aumenté la estequiometria, es decir
manteniendo constante la concentracion de DNA (+) a 100 nM y aumentando la concentracion de
RNP-FAM desde 1 hasta 5 uM (las estequiometrias evaluadas fueron 1:10, 1:20, 1:30, 1:40 y 1:50).
Se esperaba que la sefial de la linea T aumentara, pero sucedi6 todo lo contrario, ya que se observé
una disminucidon de la sefial conforme se aumentaba la estequiometria (Figura 25a-b). Esta

disminucién en la sefial posiblemente se deba a la agregacién de los RNPs ocasionada por su alta
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concentracién, lo que impide su interaccién con el DNA. Por lo que se determind que la concentracion
adecuada de RNP-FAM para nuestros ensayos debe ser de 1 puM, ya que se observo que la

intensidad de la linea Tes méas elevada independientemente de si hay 100 nM o0 1 uM de DNA.
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Figura 25. Caracterizacion de flujo lateral para diferentes estequiometrias de RNP-FAM y DNA (+)
dejando la concentracion de DNA constante. (a) Ensayo de flujo lateral con producto de PCR purificado
correspondiente a DNA (+) con concentraciones crecientes de RNP-FAM. (b) Andlisis de intensidad

colorimétrica (Test/Control) mediante el software ImageJ.

Finalmente, para validar este sistema realizamos un ensayo de deteccién con 5 pL de
producto de PCR sin purificar y una concentracion de RNP-FAM de 1 uM, en las cuales evaluamos
tres condiciones: (1) DNA (-) (producto de PCR negativo) con RNP (+) (con un crRNA dirigido contra
la secuencia del gen N), (2) DNA (+) (producto de PCR correspondiente a la region del gen N) con
RNP (-) (con un crRNA dirigido contra una secuencia distinta) y (3) DNA (+) con RNP (+) (Figura
26a). Como se esperaba, la muestra de DNA (-) no presentd ninguna sefial en la linea T, ya que en
la PCR punto final no se observé amplificacion del control negativo por parte de los oligos (Figura

18), por lo que una interaccion entre el DNA y la RNP es inexistente. En la muestra con amplificacion
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del control negativo por parte de los oligos (Figura 18), por lo que una interaccion entre el DNA 'y la
RNP es inexistente. En la muestra con RNP (-) y la PCR con DNA (+) tampoco se observé ninguna
sefial en la linea T, esto indicaria que, aunque el DNA biotinilado se encuentre presente y esté unido
a la estreptavidina no dara una sefial colorimétrica por que el RNP no es capaz de reconocerlo. Esto
confirma que efectivamente la banda de la linea T, correspondiente a las muestras con DNA (+) y
RNP (+) es producto de una interaccion especifica entre la region del gen N y la RNP-FAM. Con
estas condiciones se valido que se puede detectar de manera especifica una region del gen N de
SARS-CoV-2 al utilizar amplicones biotinilados y dCas12a etiquetado con FAM, aunque la intensidad

de la sefial observada en la tira es baja (Figura 26b).
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Figura 26. Validacion de especificidad del sistema de flujo lateral. (a) Deteccion de productos de PCR sin
purificar mediante flujo lateral. (b) Andlisis de intensidad colorimétrica (Test/Control) mediante el software
ImageJ. Las barras de error representan la desviacion estandar de tres experimentos. 0.12 (ns), 0.033 (*), 0.002

(**), < 0.001 (***).
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La principal desventaja de este sistema es que la intensidad de la sefial en la linea T es baja
comparada con las pruebas de antigeno y el sistema VIGILANT ™. Este mismo comportamiento se
observo en sistemas similares y lo asociaron a la composicién del buffer de PCR (Marsic T et al.,
2021). Aunque esto se podria descartar, ya que aun en nuestros ensayos con producto de PCR
purificado se observo una intensidad de sefial baja, por ello, se asocié al patron de etiquetado y a
cuan expuesto al solvente se encuentran las moléculas de FAM para ser reconocidos por los
anticuerpos antiFAM-AuNP. La proteina dCasl12a en realidad presenta Cys poco expuestas (Figura
27), y para demostrarlo obtuvimos los valores de ASA (del inglés, accessible surface area) que
indican qué tan expuesto se encuentra un aminoacido al solvente. La Cys presenta un valor maximo
de ASA (MaxASA) de 148-167 (Tien MZ. Et al., 2013), por ello, para que una Cys se considere
expuesta deber tener un valor cercano a MaxASA. Dentro de dCas12a solo la Cys 334 presenta un
valor de 62.09 que indica cierta exposicion al solvente, mientras que las Cys restantes presentan
valores que indican poca o nula exposicion (Tabla 5). Esto explicaria la dificultad de los anticuerpos
antiFAM-AuNP para reconocer los FAMs unidos a las Cys (suponiendo que estén etiquetadas), de

ahi que la intensidad de la sefial en la linea T se encuentre limitada.

Figura 27. Cisteinas presentes en la proteina dCas12a (PDB 5B43). En naranja se observan las Cys y en
verde los demas residuos de la proteina. Los residuos de Cys estan rodeados o forman parte de estructuras

secundarias tipo alfa-hélice.
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Tabla 5. Valores de ASA de las Cisteinas presentes en dCas12a

Cys65 0

Cys205 13.05
Cys334 62.09
Cys379 38.42
Cys608 2.14
Cys674 34.56
Cys1025 1.07
Cys1248 9.36

Para mejorar este sistema sugerimos etiquetar a la proteina con FAM unida a maleimida
mediante un linker largo, por ejemplo, de polietilenglicol (PEG), que estan disponibles
comercialmente. La molécula de PEG es un poliéter de cadena larga que daria una mayor libertad a
FAM, por lo que se encontrara expuesto para ser reconocido por los anticuerpos antiFAM-AuNP.
Fuera de este inconveniente, se demostré la prueba de concepto de que se puede desarrollar un
sistema de flujo lateral acoplado a PCR punto final para detectar acidos nucleicos de manera sencilla

y ademas lo podemos programar para reconocer cualquier secuencia de DNA.
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Conclusiones
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Las proteinas dCas9 y dCasl12a se obtuvieron con un alto grado de pureza mediante la
estrategia de Niquel-Heparina-SEC, demostrando que dicha estrategia reportada por Gao

Y, Mohanraju P y colaboradores es mas eficiente.

Se logro exitosamente el proceso de etiquetado de las proteinas dCas9 y dCasl2a sin

afectar las propiedades de los fluoréforos.

Se logré amplificar una region del gen N de SARS-CoV-2 de manera especifica a partir de
una concentracion de 400 aM de DNA plasmidico y con un tiempo Optimo de

aproximadamente 30 minutos.

Los crRNAs para el enfoque de fluorescencia que se disefiaron manualmente y analizaron
in silico demostraron un reconocimiento altamente especifico sobre una secuencia

correspondiente al gen N.

Se demostrd que se puede detectar una region del gen N mediante el fenémeno de FRET
haciendo uso de CRISPR-dCas9 acoplado a PCR punto final en un tiempo aproximado de

70 minutos, pero es necesario caracterizar especificidad y sensibilidad del sistema.

Se validé la prueba de concepto para detectar especificamente una region del gen N
mediante un sistema de flujo lateral haciendo uso de CRISPR-dCasl2a acoplado a PCR

punto final en un tiempo aproximado de 75 minutos.



Perspectivas
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Se plantea etiquetar a las proteinas con fluoréforos que presenten un linker flexible para
determinar la eficiencia de FRET de manera confiable o facilitar el reconocimiento por parte
de los anticuerpos antiFAM-AuUNP en el sistema de flujo lateral.

Realizar mas experimentos para determinar la especificidad y sensibilidad en un amplio
ndmero de muestras distintas, incluidas clinicas.

Disefiar crRNAs que permitan detectar las variantes predominantes de SARS-CoV-2 como

Omicron y sus subvariantes.
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Anexo

Mapas de los plasmidos de expresion de dCas9y dCas12a

SpCas9-pMl1806

10,577 bp _[T7 promoter

Figura 28. Plasmido de expresion de dCas9 (SpCas9-pMJ806). Se indican las secuencias mas
representativas del plasmido como el gen de resistencia a kanamicina (KanR), el origen de replicacién (ori) y el

promotor T7.

64



T7 promoter RES

start
ExHis
thrombin site
Strep-Tag i1
. Strep-Tag 11

p‘n.:mch:-r Jwy

_— [
ampR A< operag,

Cpfl (dCasl2a)
10,025 bp

lagy tet promoter - ot
Promgger 77 vermi®s

<

M

Figura 29. Plasmido de expresion de Cpfl (dCas12a). Se indican las secuencias mas representativas del

plasmido como el gen de resistencia a ampicilina (AmpR), el origen de replicacion (ori) y el promotor T7.
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Secuencia de nucledétidos de laregion del Gen N

5" GTGGGAATGTTTTGTATGCGTCAATATGCTTATTCAGCAAAATGACTTGATCTTTGARAATTTGGATC

TTTGTCATCCAATTTGATGGCACCTGTGTAGGTCAA-CGTTCCCGAAGGTGTGACTTCCATGCCAAT

-

GCGCGACATTCCGAAGAACGCTGAAGCGCTG-GCMATTGTGCAATTTGCGGCCAATGTTTGTAF—\TC
- -

AGTTCCTTGTCTGATTAGTTCCTGGTCCCCAMAATTTCCTTGGGTTTGTTCTGGACCACGTCTGCCGAA

AGCTTGTGTTACATTGTATGCTTTAGTGGCAGTACGTTTTTGCCGAGGCTTCTTAGARAGCCTCAGCAGC

AGATTTCTTAGTG3”

Figura 30. Secuencia del gen N. Subrayado en azul se encuentra el sitio PAM para dCas9 mientras que
subrayado en verde se encuentra el sitio PAM para dCasl12a. Con flechas rojas inferiores se indica la regién
gue es reconocida por los crRNAs de dCas9 y con flecha azul superior se indica la regiéon que es reconocida

por el crRNA de dCas12a.
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Produccion cientifica

Durante la maestria participé en la realizacion de tres articulos relacionados al sistema CRISPR-

Cas.

67

El primero (Hernandez-Garcia A et al., 2022) consiste en una revision sistematica que
analiza de manera critica los métodos basados en CRISPR-Cas y amplificacion
isotérmica para detectar SARS-CoV-2.

El segundo (Torres-Garcia E et al.,, 2022) presenta un algoritmo que extiende la
resolucién hasta nanémetros (superresolucion) mediante microscopia de fluorescencia
convencional. Contribui a la produccion de los componentes (dCasl12a, crRNAs, DNA
objetivo) para una nanoregla de CRISPR/dCasl12a que sirvio para validar el algoritmo.
También obtuve las imagenes correspondientes a la microscopia de fuerza atémica
(AFM) que muestran la distancia entre cada complejo dCasl12a unido al DNA de manera
especifica.

El tercero (Morales-Moreno Melissa D et al., 2023) demuestra que el efecto sinérgico de
multiples crRNAs acelera el proceso de deteccion de SARS-CoV-2 mediante CRISPR-
Casl2a acoplado a LAMP. Contribui a demostrar que la combinacion de crRNAs escinde
de manera més eficiente y rapida un DNA plasmidico que tiene el gen N de SARS-CoV-

2.
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Abstract: The emergence of the COVID-19 pandemiac prompled fast development of novel diagnostic
methods of the etiologic virus SARS-CoV-2. Methods based on CRISPR-Cas systems have been
particularly promising because they can achieve a similar sensitivity and specificity 1o the benchmark
RT-qPCR, especially when coupled to an isothermal pre-amplification step. Furthermone, they have
also solved inherent limitations of RT-qPCR that impede its decentralized use and deployment in
the field, such as the need for expensive equipment, high cost per meaction, and delivery of results in
howers, amongg others. In this review, we evaluate publicly available methods to defect SARS-Co.2
that are based on CRISPR-Cas and isothermal amp lification. We critically analyae the steps nesquined
to obtain a successful result from dinical samples and pinpoint key experimental conditions and
parameters that could be optimized or modified to mprove clinical and analytical outputs, The
COVID outbreak his propelled Intensivie research inoa short time, which is paving the way o devilop
effective and very promising CRISPR=Cas systems for the precise detection of SARS-CoV-2. This
review could also serve as an introductory guide to new labs delving into this technology.

Keywords: CRISPFR-Cas; SARS-CoV-2; molecular disgnostics; isothermal amplification; comparafive
analysis; nuclele scid detection

1. Introduction

Coronaviruses have caused important outbreaks in recent years, for example, Severe
Acute Respiratory Syndrome-related comomavirus (SARS-CoV) in 2002, Middle East Res-
Pira#nr_-,r Syndrome-related coronavirus (MERS-CoV) in 2010, and, most rqec-e*nﬂ:.r, Severe
Acute Respiratory Syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2), the etiologic agent of the Corona
Virus Disease 2019 (COVID-19). COVID-19 was first reported in December 2019 by the
Chinese Center for Disease Control and Prevention attending Wuhan local health facili-
Hes [1]. By the Hime of writing this review, the World Health Organization has confirmed
more than 508 million cases and 6.2 million deaths [2]. The betacoronavirus SARS-CoV-2
virions (60-140 nm in diameter) ane composaed of a single-stranded positive-sense RNA
molecule packed in a coating protein and enveloped into lpids (Figure 1A) [3] The virons
characteristically display on their surface pendant “spike” proteins which play a key role
in the binding and entry to the host human cells [4], The ~29.9 kb SARS-CoV-2 genome
encodes for 13-15 Open Reading Frames (ORFs) that express a total of 12 proteins, includ-
ing the non-structural ORFla and ORF1b and the structural envelope (E), membrane (M),
nucleoprotein (N), and spike (S) proteins (Figure 1A) [5,6].

The fast propagation and global distribution of COVID-19 have spurred intensive
research that aims to develop novel diagnostic methods that could assist in detecting new
variants and stopping thelr propagation [7]. Magnostic methods based on Clustered Regu-
larly Interspaced Short Palindromic Repeats and CRISP R-associated proteins (CRISPR-Cas
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The resolution of fluorescence microscopy images is limited by the physical
properties of light. In the last decade. numerous super-resolution microscopy
(SRM) approaches have been proposed to deal with such hindrance. Here we
present Mean-Shift Super Resolution (MSSR), a new SRM algorithm based on
the Mean Shift theory, which extends spatial resolution of single fluorescence
images bevond the diffraction limit of light. MSSR works on low and high
fluorophore densities, is not fimited by the architecture of the optical setup
and is applicable to single images as well as temporal series. The theoretical
limit of spatial resolution, based on optimized real-world imaging conditions
and analysis of temporal image stacks, has been measured to be 40 nm. Fur-
thermore, M55R has denoising capabilities that outperform other SRM
approaches. Along with its wide accessibility, M55SR is a powerful, flzxible, and

generic tool for multidimensional and live cell imaging applications.

Superresolution Microscopy (SEM), which encompasses o collection
of methods that circumvent Abbe's optical resoution limit, has dra-
mtically increased our capability to visualize the architecture of celis
and tissues at the molecular kevel, There are several approaches 1o SRM
which vary in terms of the final attainable spatial and temporal reso-
lution, photon efficiency, as well 08 In their capacity 1o image live or
fied samples ot depth™’. Instrumentation-based technbgues, such as
SIM and STED, exceed the diffraction limit by engineering the illumi
nation or the polnt spread functlon (FSF)" ', These technigues can be
used for live imaging atthough they require specialized hardware and
dedicated personnel for maintenance and operation. Single molecule
localization microscopy (SMLM) methods (eg., STORM, PAINT,
PALMY" localize individual emitvers with nanometer precision but
require temporal snalysis of several hundred to-thousands of mages

and are prone to errof due to fast molecular dynamics within live
sprcimens.

Some SEM comiputational methods hove few or no demands on
hardware or sample preparation and provide resolution mprovements
beyond the diffraction limit, Le., Auorescence Auctuation based super-
resolurion microscogy (FF-SREM) approaches™ ', Both, the quantity and
performance of these methods hiave ncreased over the past decode
given the advantages they present, such as their low barriers to entry
and generlc applicabllity to data scquired with a varlety of microscopy
mindalities (widefield. confocal, or light-sheetk. However, these methods
also present some limitions, such as the possible inroduction of
artifacts, the requirement for high signalto-noise ratio (SNR) data and
the acquisition of tens o hundreds of frames” ", which limit their
applicability 1o reconstrect fast dynamical proceses,

A il limt of aflilistions appaears at the end of the paper.
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Clust ered FL-«wImI:,I Intergpaced Shoet Palindiomic Repests (CRSFA] du.gnn:!lr_ resthods s & large potertial 1o
elfectively detect SARS-Cav-2 with sendlthvity and ipecifoity nearing | 00%, cormgaratle to quantitathve palyrei-
ase chain reaction Yet, these 1§ moom lor impraverment Commanly, ang F"i* CRSPR AR GofINAY |2 used 10
clatect the vingg OMA and sctivate Cas callaleral activity, which cleaved a reparier prabe. In this study, we dem-
onatrated thal uiing 2-3 gFN.I"q in parallel can create qqﬂ:rlﬂi:!ir. eflect, resulting in a 4.5« faster cleql.liru; rate of
the prabe and increased sersfiviiy comgared o uiing Individual gANAL The fymergy i due 1o the simultansaus
activation of CRISPR-Cayl 22 and the impraved peformince of eath gRMA. This sppronch wal able 10 detec] bl
fesw a8 | Dowiral capies of the H-gene of SARS-Co'v-2 FMA alter & pream phfication step using feverse irsnscrgtian
leap-medisted iscthemmal amgliication. The method vas able to securately detect 100% ol pasitive ard neg-
ative chiical samples In = 15 min wing o Auonscence plate reader and ~45min with |ateral faw stripa

Intraduct lon

The Clastered Regularly Interspaced Shor Falindrome:
Reponis (CRISPR-Caa wyslems lave demonsimibed a
large patential for developing diagnestic methods far
delecting pathagens (g.g., virus, baclenn, snd paraaiies)
amd genelic bawmarkers i planis, ammals, and =
human diseases.'” Some CRISPR-based methods have
reporied analyeical and climcal senssivily and turmasaund
tenes thal rival or surpass polymerse clain reaction
(PCR-bused methods.” For example, some have reporied
the shality to detect <|0b gemomes per reaction im <1k
amd a tree positive sample delection rate over 90%. Fur-
thermare, contrury o gquantitobive  PCR (gPCR),
CHISPR-based medbiods can be developed in padshle
formuts, However, the challenge lies o optimazing
CHRISPR-based methods o meel the commercial needs
und moke ihem lield deplovable.

The appearnnee of SARS-CoV-2 has exlubiied lsow
CRISPR-Cas syalems can be qm:k]].' a.dqu.zll 7 tv:[np
movel and effective molecular Magnostle tesis.” ~ The
most ¢ommean format of CRISPR-based dingnostic less

relles on the collsierad irma-activity ol Canl2"™ oy
Casl3, " The collateral activity of Casl2a degrades
whor single-siranded DNA (seDNA) oligonucleotides
iFig. 1A} upon actvabbon by hinding o the largel
[ENA, Activation oecun onee Lhe nhoanugleoprobeln com-
plex (RMFL, formed between a gusde CRISPR RNA
(RRNAD amd the Cos) 28 proteln, " bisds and culs the e
ged DA sequence. The ssDINA Ls conjugaied with a Au-
vrpphorefguencher or on anbgen'badin pair o funétion as
a probe for Musrescence ar codorimetric readoul, respec-
tively {Fig, 18} The Ialler uses paper-hused |steml low
ipsticks, which ane sultable lar decentralized potnd-il-
cure dingnostics {POC)

Coupling CRISPE-based diagnasibe medhads fo a pre-
wious slep of bolbermol DMNA smplification, such os
reverse transceiplion loop-medisted isothermal aimpdidl-
cation (RT-LAMP) ar reverse transcriplion recombinase
polymerase amplification, mikes them a viable alberna-
live o guanblalive reverse I.r.u.rl.ﬂ:r||!|l.'iu1-l"ﬂﬂ {RT-
gPCRY""™* (Fg. 1C). Far example, methods such o
DETECTR'' and SHERLOCK'” ane capable of detecting
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