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Resumen

En la naturaleza, el DNA es la molécula universal para el almacenamiento de la
informacion genética. Sin embargo, en la bionanotecnologia, ha demostrado ser un bloque de
construccion versatil para la formacion de diversas nanoarquitecturas. Esta biomolécula es
altamente programable, permitiendo disefiar nanoestructuras con gran precision.
Convencionalmente, la nanotecnologia de DNA ha utilizado DNA de cadena sencilla (ssDNA)
para construir nanoestructuras. A pesar de que el DNA de doble cadena (dsDNA) es muy comun
en la naturaleza, su uso para la construcciéon de nanoestructuras es limitado, particularmente
debido a la fuerte repulsidn entre sus cargas. Una estrategia para superar sus limitaciones es
utilizar proteinas de unién a dsDNA, dando lugar a nanoestructuras hibridas. El sistema
CRISPR-Cas abre la posibilidad de crear bionanoestructuras utilizando dsDNA, gracias a su
capacidad de union especifica a secuencias de dsDNA a través de una endonucleasa guiada
por un crRNA. Este proyecto se centra en el ensamblaje de bionanoestructuras hibridas
utilizando ribonucleoproteinas cataliticamente inactivas que estan fusionadas a dominios de
heterodimerizacion (dCas12a-FKBP y dCas12a-FRB). Estas proteinas quiméricas forman un
complejo ribonucleoproteico con sus crRNAs y son capaces de reconocer secuencias
especificas de DNA de doble cadena (dsDNA). Ademas, pueden polimerizarse a través del
sistema de heterodimerizacién FKBP-FRB, el cual es inducido por rapamicina, permitiendo que
los dominios FKBP y FRB se unan especificamente. Ambas proteinas se purificaron con éxito,
y la dimerizacién fue controlada de manera eficiente con la adicion de rapamicina. Asimismo,
se comprob6é que la dimerizacion por rapamicina no afecta la capacidad de estas
ribonucleoproteinas para unirse especificamente a secuencias de dsDNA; esto asegura que
pueden emplearse como bloques de construccion con interfaces bien definidas y con un
ensamblaje preciso para la formacion de nanoestructuras hibridas de dsDNA-proteina. Los
resultados obtenidos confirman que el sistema inducido por rapamicina es efectivo para la
polimerizacion de nanoestructuras, ya sea en formas lineales o ramificadas, ofreciendo una
plataforma versatil para el disefio y ensamblaje controlado de materiales biomoleculares, con

posibles aplicaciones en la fabricacion de bionanomateriales ajustables.



Introduccion

Nanotecnologia

En la época actual, la nanotecnologia destaca como uno de los campos emergentes mas
interesantes en la ciencia y se define como el disefio, sintesis, caracterizacion y aplicacion de
materiales y ensamblajes de sistemas que tienen una estructura funcional en al menos una
dimensién a escala nanométrica, que va desde 1 nm hasta los 100 nm (10° m) (Anal, 2018;
Gazit & Mitraki, 2013) (Figura 1).
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Figura 1: Escala nanométrica. Comparacion del tamafio de biomoléculas y microorganismos con objetos

macroscoépicos, destacando la escala nanométrica en amarillo (Modificado de Bloemen, 2015).

El origen de la nanotecnologia se le atribuye al fisico Richard Feynman, quien en 1959
durante la reunién anual de la Sociedad Americana de Fisica en Caltech presenté una
conferencia llamada "There's Plenty of Room at the Bottom", donde sugiri6 la posibilidad de
manipular la materia a nivel molecular (Hulla et al., 2015). Las ideas discutidas en esta
conferencia son muy relevantes en el presente y podrian ser utiles para desafios futuros en el
campo de la nanotecnologia (Gazit & Mitraki, 2013). Norio Taniguchi de la Universidad de
Ciencias de Tokio, introdujo por primera vez el término "nanotecnologia” en 1974. Su definicion
sigue siendo relevante en la actualidad, Norio establece que la "nanotecnologia” consiste en la
manipulacion de materiales mediante la separacion, consolidaciéon y deformacion a escala
nanométrica (Gazit & Mitraki, 2013).

El desarrollo de los nanomateriales es comunmente asociado con moléculas
inorganicas, metales y polimeros derivados del carbono, como el grafeno y el fullereno. Sin
embargo, también existen lineas de investigacion interesadas en aprovechar la gran diversidad
y versatilidad de las estructuras bioldgicas, que van desde proteinas hasta acidos nucleicos. En
general, las biomoléculas pueden considerarse como cadenas articuladas de atomos que
interactian de manera bien definida (Goodsell, 2004). Estas biomoléculas tienen una
organizacion precisa en la escala nanométrica, resultado de sus interacciones moleculares

especificas. Dado que esta organizacion es esencial para su funcién, el autoensamblaje



biolégico aprovecha bloques de construccién biomoleculares con formas, tamafios y

distribuciones espaciales claramente definidos (Mendes et al., 2013).

Bionanotecnologia

La bionanotecnologia, es una subrama de la nanotecnologia, que tiene como enfoque
central el disefio, modificacidn o creacidon de nueva maquinaria molecular con especificaciones
atomicas utilizando elementos biolégicos como guia (Nagamune, 2017). Las biomoléculas y los
complejos biolégicos en la naturaleza son bloques de construccion que se auto-ensamblan
espontaneamente en estructuras compactas y, finalmente, en complejos funcionales (Goodsell,
2004). Este enfoque de ensamblaje se denomina "bottom-up”, en el cual componentes simples
como atomos o moléculas se unen para formar sistemas mas complejos de mayor tamafio
mediante procesos espontaneos de reconocimiento molecular especifico. Por otro lado, existe
el enfoque de ensamblaje "top-down", donde la materia a macroescala es fragmentada
sucesivamente para generar materiales a nanoescala de tamafo y forma deseada (Gazit &
Mitraki, 2013) (Figura 2).
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Figura 2: Enfoques para la construccion de nanomateriales. Comparacién entre los dos métodos para la
fabricacion de materiales a nanoescala. “Top-down” de arriba hacia abajo) y “Bottom-up” (de abajo hacia arriba)
respectivamente (Modificado de Rawat, 2015).

Un ejemplo relevante de auto-ensamblaje es el acido desoxirribonucleico (ADN), una
molécula compuesta por una cadena de polinucleétidos que actuan como sus bloques de
construccion. Cada nucleétido se compone de un azucar de 5 carbonos (desoxirribosa), una
base nitrogenada unida al azucar y un grupo fosfato. En el DNA, se encuentran cuatro tipos
distintos de nucledtidos (adenina, citosina, guanina y timina), los cuales se distinguen

unicamente por la base nitrogenada (Mendes et al., 2013).



Gracias a las diversas caracterizaciones estructurales del DNA, se ha identificado la
conformacion mas comun, la tipo B, compuesta por dos cadenas antiparalelas de
polinucleédtidos. La estructura del DNA-B tiene una morfologia de hélice regular que completa
una vuelta cada 34 A (3.4 nm), con un diametro de aproximadamente 20 A (2 nm). La distancia
que hay entre cada par de nucleétidos adyacentes es de 3.4 A (0.34 nm), lo que implica que

hay aproximadamente 10 pares de bases por vuelta (Krebs et al., 2018) (Figura 3).
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Figura 3: Estructura del acido desoxirribonucleico y de la conformacion tipo B. a) Composicion general de los
nucleétidos del DNA. b) Dimensiones de la doble hélice de DNA-B, que muestran el diametro de la hélice y el

numero de pares de bases por vuelta. (Modificado de Alberts, 2019).

Nanotecnologia del DNA

En la naturaleza, el DNA es la molécula universal para el almacenamiento de la
informacion genética; por otro lado, en el mundo sintético el DNA se ha empleado como un
bloque de construccion para la creacion de arquitecturas a nanoescala (Li et al., 2020). En
1980, Nadrian C. Seeman fue el primero en proponer la utilizacion de DNA de doble cadena
(dsDNA) para crear nanoestructuras, aprovechando la complementariedad de bases tipo
Watson-Crick, estos investigadores propusieron que las dos cadenas que componen el DNA
se unen entre si mediante puentes de hidrégeno entre sus bases nitrogenadas, a esta
interaccion le nombraron apareamiento de bases, donde la adenina forma dos puentes de

hidrogeno con la timina y la guanina forma tres puentes con la citosina (Krebs et al., 2018).

Seeman inspirado por el proceso de recombinacién genética homologa conocido como

"uniones de Holliday" (Holliday, 1964) comprendié que era posible conectar extremos de DNA
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mediante el apareamiento de bases para formar un material cristalino tridimensional (Figura
4a). Su objetivo era utilizar el DNA como un andamio cristalino como estructura de soporte
para organizar y fijar proteinas de manera regular en el espacio. Siendo particularmente util
para poder cristalizar proteinas que no se cristalizan facilmente debido a su flexibilidad
estructural y a la presencia de multiples conformaciones. Este andamio de DNA ayudaria a
estabilizar las proteinas y facilitar su cristalizacion para su estudio mediante técnicas como la

cristalografia de rayos X (Seeman, 1982) (Figura 4b).
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Figura 4: Nanoestructuras autoensambladas con DNA. a) Estructura ramificada de DNA inspirada en las uniones

de Holliday. b) Andamio de DNA para el soporte de proteinas (Modificado de Seeman & Sleiman, 2017).

En la siguiente década el trabajo pionero de Seeman logré la construccion de una
amplia gama de nanoestructuras con diversas formas geométricas en dos y tres dimensiones,
ofreciendo estabilidad, conectividad y topologia controladas (Seeman & Sleiman, 2017;
Winfree et al., 1998). Entre estas estructuras destacan los azulejos de DNA compuestos por
un motivo estructural rigido de DNA (llamado DX) que contiene puntos de ramificacion (Figura
5a). Los motivos DX estan compuestos por dos hélices dobles de DNA entrelazadas mediante
el intercambio de una de sus cadenas, lo que proporciona mayor rigidez a estas
conformaciones (Fu & Seeman, 1993; Li et al., 1996). Los motivos DX han permitido construir
azulejos en forma de "Y", los cuales a su vez se autoensamblan en matrices bidimensionales
con cavidades hexagonales (Figura 5b). También estos motivos DX, son capaces de

ensamblarse para la formacion de hélices en tres dimensiones (Lin et al., 2006) (Figura 5c).
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§

Figura 5: Motivos DX de ADN para la construccion de diversos azulejos de DNA. En la parte superior se

muestran las representaciones graficas y en la parte inferior se muestran micrografias de microscopia de fuerza
atdmica. a) Nanoazulejo de DNA en forma rectangular. b) Nanoazulejo de DNA con cavidades hexagonales. c)

Reticula tridimensional formada por hélices DX (Modificado de Seeman & Sleiman, 2017).

Como se ha demostrado anteriormente el DNA posee ventajas sin precedentes en
comparacion con otras moléculas utilizadas para disefiar estructuras moleculares. Este
polianién es predecible y especifico, o que permite disefiar nanoarquitecturas con gran
precision (Hong et al., 2017). Un avance crucial en la nanotecnologia del DNA es el “DNA
origami”, presentado por Paul Rothemund en 2006. Esta técnica innovadora es muy versatil
para el ensamble de nanoestructuras de DNA en diversas dimensiones y formas. Para lograr
esto, Rothemund usé como andamio para moldear el genoma del bacteriéfago M13mp18 que
es DNA de cadena unica (ssDNA) y utilizando cientos de oligonucleotidos cortos que actuaban
como "grapas", plegé este genoma de ssDNA mediante la hibridacion en posiciones
especificas de las “grapas”. En conjunto, las “grapas” plegaron el ssDNA de manera similar a
la técnica de origami (papiroflexia) de papel (Figura 6a). Rothemund demostrd con éxito que
es posible el ensamblaje eficiente de nanoestructuras de DNA con formas y disefios
racionales, que incluyen desde figuras geométricas hasta caras sonrientes (Rothemund, 2006)
(Figura 6b).
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Figura 6: Esquema de la técnica de DNA origami. a) Representacion grafica de la técnica de origami, resaltando
el ssDNA utilizado como andamio donde se posicionan los oligonucleétidos que funcionan como grapas. b) En la
parte superior se presentan las representaciones computacionales de las diversas estructuras de DNA origami,
mientras que en la parte inferior se muestran micrografias de microscopia de fuerza atémica que ilustran distintas
formas de DNA origami (Modificado de Seeman & Sleiman, 2017).

A partir de ese avance, se han podido crear nanoestructuras de DNA en tres
dimensiones. Recientemente, Benson et al. (2015) desarrollaron un método innovador para
crear estructuras tridimensionales de DNA origami en forma de alambrado. Este método
consiste en convertir la estructura deseada en una malla tridimensional triangulada y utilizar
un algoritmo de trazado para delinear el contorno de esta estructura con el andamio de DNA

origami, lo que resulta en el ensamblaje de estructuras tridimensionales complejas (Figura 7).

Figura 7: DNA origami tridimensional formado mediante el método de alambrado. En la parte superior se
presentan las renderizaciones en 3D de las diversas estructuras de DNA origami. En la parte inferior se muestran

las micrografias de microscopia electrénica de transmision con tincién negativa de cada una de las estructuras.

(Recuperado de Seeman & Sleiman, 2017).
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A pesar de que el DNA origami es una técnica muy utilizada, tiene ciertas limitaciones
relacionadas al propio DNA. Este polinucleétido es altamente susceptible a la degradacién por
nucleasas, tal como lo reporta Castro et al. (2011). Ademas, para mantener la integridad
estructural de las nanoestructuras de DNA se requiere concentraciones elevadas de Mg®* en
el rango de mM, ya que la fuerza catiodnica es esencial para su estabilizacién. La estabilidad
de las nanoestructuras de DNA depende en gran medida de la disponibilidad de iones
residuales de Mg?*, los cuales se unen a los fosfatos en el esqueleto del DNA y reducen la
repulsion electrostatica entre estos grupos (Kielar et al., 2018).

Las limitaciones del DNA pueden reducirse al integrar otros bloques de construccion,
como las proteinas, dando lugar a nanoestructuras hibridas. Al combinar el DNA con proteinas
se aprovechan las ventajas de ambos biomateriales: la predictibilidad y especificidad del DNA,
junto con la amplia diversidad funcional de las proteinas, mitigando asi las desventajas que

poseen individualmente (Hernandez-Garcia, 2021).

Nanotecnologia hibrida de DNA-proteinas

Las proteinas son las biomoléculas que sustentan la compleja maquinaria celular al
realizar funciones esenciales, como actividad catalitica, formacion de estructuras de soporte y
la capacidad de reconocimiento molecular. Las proteinas tienen la capacidad de formar
interacciones intermoleculares como intramoleculares, estas interacciones favorecen la
formacién de estructuras complejas, como oligémeros, polimeros y redes (Kuan et al., 2018).
La nanotecnologia ha aprovechado estas propiedades para disefiar nanoestructuras basadas
en proteinas, convirtiéndolas en bloques de construccion fundamentales para crear nuevos
nanomateriales, con mas funciones que otros bloques de construccion A diferencia del DNA,
las proteinas cuentan con una gran variedad de motivos estructurales, como las hélices a y
las laminas 3, derivados de los 20 aminoacidos naturales que las conforman, lo que les otorga

una versatilidad unica (Hernandez-Garcia, 2021).

En la amplia gama de proteinas presentes en la naturaleza, algunas son capaces de
reconocer y unirse especificamente entre si o a otras biomoléculas como el DNA
(Stephanopoulos, 2020). Las interacciones entre proteinas y DNA son clave para regular
funciones bioldgicas. Estas interacciones pueden ser especificas 0 no especificas: las que se
unen de manera especifica generalmente tienen una mayor afinidad por sus sitios diana, en
contraste con otras que se unen inespecificamente (Wiliams & Maher, 2011). Un ejemplo

relevante de interaccion especifica y con alta afinidad es la proteina p53. Esta tiene un dominio
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central de unién al DNA de p53 (p53C), que se une al motivo consenso RRRC(A/T)(T/A)GYYY,
donde “R” representa purinas (adenina o guanina) y “Y” indica pirimidinas (citosina o timina).
Esta interaccion tiene una constante de disociacion (Kd) de 4.9 + 0.6 nM cuando p53 forma un
tetramero, lo cual es crucial para la regulacion genética en respuesta a dafios celulares
(Weinberg et al., 2004).

Por otro lado, la histona H1, que es una de las cinco principales proteinas histonas (H1,
H2A, H2B, H3 y H4), no reconoce secuencias especificas de DNA. H1 tiene una region rica en
lisina que facilita su unién al DNA por interacciones electrostaticas. Con una constante de
disociacion (Kd) de 2.7 - 2.9 uM, no se une a secuencias especificas, lo que le permite moverse
alrededor del DNA y facilitar el ensamble de otras proteinas que si sean especificas
(Luzhetskaya et al., 2020).

Una ventaja relevante de los bloques de construccion proteicos es la capacidad que
tienen para ensamblarse a temperaturas constantes. Mantener una temperatura constante
durante el ensamblaje, en condiciones isotérmicas, facilita la formacion de la
bionanoestructura hibrida final (Hernandez-Garcia, 2021). El constante desarrollo de la
ingenieria de proteinas ha ampliado la diversidad de bloques de construccién proteicos para
su aplicacion en nanotecnologia, ademas propone nuevos métodos para afiadir funciones,
como la conjugacién quimica de grupos funcionales o mediante la sintesis recombinante de

proteinas de fusién (Gerrard & Domigan, 2020).

La integracion de DNA y proteinas en nanoestructuras hibridas suele realizarse
mediante una o dos estrategias distintas. La primera consiste en la modificacion covalente
directa de la proteina con el oligonucleétido (Figura 6a). No obstante, este enfoque presenta
ciertas limitaciones, como el riesgo de comprometer la funcién de uno de los dos componentes
(principalmente la proteina). Esto se debe a que tanto las proteinas como el DNA son
biomoléculas con multiples sitios potencialmente reactivos lo que puede dar lugar a una
conjugacion poco eficiente, esta dificultad puede generar problemas para separar los

conjugados de las proteinas no modificadas (Stephanopoulos, 2020).

La segunda estrategia implica la utilizacion de interacciones no covalentes, las cuales
ofrecen ventajas sobre el método mencionado anteriormente (Figura 6b). Estas interacciones
permiten la creacion de nanoestructuras hibridas flexibles, modulares y dinamicas con
funciones complejas que imitan a los complejos nucleoproteicos naturales. Sin embargo, los

complejos ensamblados pueden ser mas susceptibles a las condiciones del medio que
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aquellos formados mediante conjugacion quimica. También, se requiere un equilibrio delicado
en el autoensamblaje de dos macromoléculas diferentes. Se puede aprovechar la capacidad
de algunas proteinas para establecer interacciones fuertes y especificas tanto con el DNA de

cadena sencilla como, en particular, con el de doble cadena. (Hernandez-Garcia, 2021).

b)

a)

Figura 6: Estrategias para la integracion de DNA y proteinas. En color verde se representa la proteina y en color
azul el DNA de doble cadena (dsDNA). a) llustracion de la conjugacion covalente a través de un puente disulfuro
entre la proteina y el dsDNA. b) llustracion de la conjugacion no covalente mediante puentes de hidrégeno entre la
proteina y el dsDNA (Modificado de Hernandez-Garcia, 2021).

Existen dos enfoques dentro del campo de las nanoestructuras hibridas de DNA-
proteinas. El primero se centra en la nanotecnologia funcional, donde las proteinas mantienen
sus propiedades intrinsecas, pero se posicionan especificamente en una nanoestructura de
DNA autoensamblada previamente. En este enfoque, el DNA se utiliza solo como un soporte
estructural, de modo que la sinergia entre DNAy proteina es baja (Figura 7a). La investigacion
reportada aqui se encuentra dentro del segundo campo: la nanotecnologia estructural de DNA-
proteina, en el cual ambos bloques de construccion actuan sinérgicamente durante el proceso
de autoensamblaje (Figura 7a). En la nanotecnologia estructural DNA-proteina, las proteinas
desempenan roles criticos en la estructura, mecanica y el ensamblaje final. Aunque tanto el
DNA como las proteinas cumplen estas funciones, la sinergia entre ambos es fundamental

para la formacién de la bionanoestructura final (Hernandez-Garcia, 2021).
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Figura 7. Enfoques de las nanoestructuras hibridas de proteinas-DNA. En color verde se representa la proteina
y en color azul el DNA. a) Nanotecnologia funcional (arriba) y nanotecnologia estructural (abajo), ademas se muestra
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un gradiente de sinergia entre el DNA y las proteinas dependiente del enfoque nanotecnolégico. b) Diversidad de
funciones estructurales de las proteinas en la nanotecnologia de proteinas-DNA (Modificado de Hernandez-Garcia,
2021).

Antecedentes

Proteinas de unién TAL (transcription activator-like effector
nucleases) a DNA de doble cadena

Recientemente se han descrito proteinas de union especifica al dsDNA llamadas
nucleasas con actividad similar a un activador de transcripcion TAL. Estas proteinas pueden
ser modificadas para reconocer especificamente secuencias particulares. Si dos dominios TAL
son fusionados en una sola proteina entonces pueden reconocer y unirse a dos regiones
distintas dentro de una molécula de dsDNA. Cuando las proteinas TAL se unen a estas
regiones, contraen el DNA, lo que conduce a su plegamiento. Este proceso da forma al DNA
de manera similar a las técnicas utilizadas en el DNA origami (Praetorius & Dietz, 2017)
(Figura 8).
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Figura 8. Representacion esquematica del sistema de ensamblaje de proteinas TAL con DNA de doble
cadena (dsDNA). a) Dimeros TAL (izquierda arriba) y dsDNA de 1,000 pb (izquierda abajo). b) Representacion
grafica las nanoestructuras hibridas y micrografias de microscopia electrénica de transmision con tincion negativa

de ambas estructuras (Modificado de Praetorius & Dietz, 2017).

Este precedente de nanotecnologia hibrida de DNA-proteina demuestra que es posible
moldear el dsDNA en formas precisas; sin embargo, presenta desventajas derivadas de la
produccion y disefio de las proteinas TAL. Para formar una estructura particular se requieren

varias proteinas, lo cual implica un proceso de produccion y purificacion para cada proteina
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individual. Esto se debe a que un dimero TAL solo reconoce un sitio en el dsDNA, lo que
representa un obstaculo en términos de versatilidad, programabilidad, tiempo y costos
(Praetorius & Dietz, 2017).

Generalidades del sistema CRISPR-Cas12a

En la actualidad, el uso de proteinas TAL no es el uUnico sistema que existe para
moldear el dsDNA en estructuras disefiadas racionalmente, también es posible utilizar otras
proteinas con capacidad de union especifica al dsDNA. El sistema CRISPR-Cas12a posee un
gran potencial como una alternativa viable para el ensamblaje de nanoestructuras disenadas
racionalmente, dado que identifica secuencias especificas de dsDNA. El descubrimiento de
CRISPR-Cas revelo la capacidad de las bacterias y arqueas para adquirir e integrar elementos
genéticos en su propio genoma, desarrollando un sistema inmune adaptativo llamado CRISPR
(acronimo en inglés de "Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeat"), el cual
los protege de ataques de elementos genéticos moéviles (MEGs), como plasmidos y fagos
(Mojica et al., 2005).

El registro genético de ataques previos por acidos nucleicos exégenos se almacena en
los arreglos CRISPR. Estos arreglos estan compuestos por secuencias repetitivas cortas y
conservadas llamadas motivos adyacentes al protoespaciador (PAM), las cuales estan
estratégicamente ubicadas entre secuencias unicas llamadas espaciadores. Los espaciadores
son insertados por proteinas Cas especializadas en el arreglo CRISPR durante infecciones
por acidos nucleicos invasores (Paul & Montoya, 2020). La inmunidad adaptativa de los
procariotas contra los elementos genéticos moéviles (MGEs) se logra mediante la formacion de
endonucleasas guiadas por RNA, que constituyen los complejos ribonucleoproteicos (RNP)
efectores. Estos son capaces de detectar una infeccion por DNA exégeno que previamente
fue incorporado en el arreglo CRISPR, escindiéndolo para prevenir una infeccion secundaria
(Gasiunas et al., 2012) (Figura 9).
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Figura 9. Representacion esquematica del sistema CRISPR-Cas9. a) Integracion del dsDNA invasor como
espaciador en el arreglo CRISPR. b) Transcripcion del espaciador y el motivo repetido (crRNA) ¢) Formacion del
complejo ribonucleoproteico con Cas 9, que reconoce el DNA homologo invasor hibridando el crRNA, mediando la
interferencia. d) Escision del dsDNA invasor por el complejo ribonucleoproteico (RNP) (Modificado de Gasiunas et
al.,, 2012).

Las proteinas Cas estan clasificadas en diferentes tipos y subtipos basandose en sus
caracteristicas estructurales y funcionales, cada tipo muestra capacidades y aplicaciones
diferentes. Hasta la fecha, se han identificado seis tipos principales y 31 subtipos dentro de la
clasificacion CRISPR-Cas (Nouri et al., 2024). Las endonucleasas Cas mas destacadas del
sistema CRISPR-Cas son Cas12a y Cas9, ambas presentan similitudes estructurales al
adoptar una arquitectura bilobular cuando estan en complejo con sus respectivos crRNAs. Las
principales diferencias entre Cas12a y Cas9 se encuentran en el crRNA, Cas12a utiliza un
crRNA mas corto de entre 40-44 nt en comparacion con Cas9, que requiere uno de entre 100-
120 nt (Paul & Montoya, 2020). También reconocen una secuencia PAM diferente: Cas12a
reconoce 4 nucleotidos: 5-TTTV-3’ (donde V puede ser cualquier nucleétido excepto T),
mientras que Cas9 reconoce 3 nucledtidos, 5-NGG-3’ (donde N puede ser cualquier
nucleétido) (Wang et al., 2016). Por ultimo, la constante de disociacion de Cas12a con el
dsDNA (Kp = 54 fM) es menor que Cas9 con el dsDNA (Ko = 1.85 nM) (Raper et al., 2018;
Strohkend! et al., 2018). Debido a estas diferencias, se optd por utilizar la endonucleasa
Cas12a, ya que tiene una mayor afinidad por el dsDNA y utiliza un crRNA mas corto, en

comparacion con Cas9.
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El crRNA desempefia un papel crucial en el sistema CRISPR-Cas12a, se ensambla
con la proteina Cas12a y la dirige especificamente hacia el motivo PAM (5' TTTV 3’), que se
encuentra en el dsDNA blanco, para luego hibridarse con su hebra objetivo. El crRNA se
compone de dos regiones distintas: una regién conservada, que adopta una estructura
secundaria en forma de "R-loop" y es indispensable para ensamblarse con la Cas12a,
conformada por 18-20 ribonucledtidos y una regiéon variable, compuesta por 20-22
ribonucledtidos, que se une al dsDNA (Figura 10) (Swarts & Jinek, 2019). Es importante
resaltar que esta region variable puede ser reemplazada por cualquier otra secuencia, lo que
permite dirigir a la misma proteina Cas12a a diferentes objetivos dentro del dsDNA. Esto
convierte al sistema CRISPR-Cas12a en una herramienta con mayor versatilidad y
programabilidad, ademas de reducir el tiempo y los costos en comparacién con los dimeros
TAL.

Region conservada

5 _
1@ Q4
»o W
} > —
& Region variable
(16 @D
l ‘fcf_\G" | 1
- 10 o xguues
—Q@ UU\ \U‘UlAV\AIA\GGl “A'AJU‘\UCUAU]‘

Hebra obietivo : “““““6““““65

Figura 10. Representacion del crRNA de Cas12a (en naranja). a) El cuadro punteado delimita la region
conservada del crRNA en forma de "R-loop" (19 ribonucleétidos) b) Se sefiala con un corchete la region variable, la
cual esta hibridando con su hebra objetivo (en azul) (20 nucleétidos) (Modificado de Swarts & Jinek, 2019).

En esta investigacion, se propone utilizar la versatilidad y precision del crRNA junto con
una version cataliticamente inactiva de la endonucleasa Cas12 que, guiada por el crRNA se
une especificamente al dsDNA sin hidrolizarlo. La proteina AsCpf1, también conocida como
AsCas12a, es una endonucleasa de clase |l aislada de Acidaminococcus sp. BV3L6 y se
puede dividir en dos lébulos. El primer I6bulo de reconocimiento a-helicoidal (REC), compuesto
por los dominios REC-1 que consta de 13 a-hélices y el dominio REC-2 consta de diez a-
hélices y una lamina B antiparalela (Gao et al., 2016).

El segundo l6bulo de actividad nucleasa (NUC) incluye los dominios WED, que estan
compuestos por un patréon central WED-III de nueve laminas B antiparalelas flanqueadas por
siete a-hélices; WED-II, que consta de dos laminas {3 paralelas, y WED-1, conformado por dos
a-hélices. También incluye el dominio Pl, que consta de siete a-hélices y un lazo 8 insertado

entre las regiones WED-II y WED-III. Asi mismo, el dominio RuvC contiene los tres patrones
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(RuvC-I-Ill), compuestos por un plegamiento tipico de RNasa H, que consiste en una lamina
mixta B de cinco hebras flanqueada por tres a-hélices y dos a-hélices adicionales ademas de
tres hebras . Este dominio contiene 3 residuos conservados cargados negativamente,
Asp908, Glu993 y Asp1263, que forman el centro activo de la endonucleasa. También esta el
dominio NUC, que consta de cinco a-hélices, nueve hebras B y carece de similitud estructural
con otras nucleasas conocidas. Ambos I6bulos estan conectados por una hélice puente (BH)
y un heteroduplex formado por crRNA-dsDNA insertado desde el centro del complejo completo
(Gao et al., 2016; Yamano et al., 2016; Zetsche et al., 2015) (Figura 11a).

La variante de Cas12a (dCas12a) pierde la actividad catalitica de corte del dsDNA,
esta proteina tiene mutaciones en el dominio catalitico RuvC, donde los aminoacidos Asp908,
Glu993 y Asp1263 se cambiaron por Ala. Sin embargo, la endonucleasa dCas12a conserva su
capacidad de reconocimiento especifico al sitio objetivo en el dsDNA (Gao et al., 2016; Yamano
et al., 2016) (Figura 11b).
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Figura 11. Estructura del sistema CRISPR-Cas12a. a) Estructura cristalografica de la ribonucleoproteina dCas12a
ensamblada con un dsDNA. Ademas, se muestran las mutaciones del sitio catalitico (derecha) PDB: 5B43. b)

Organizacion de los dominios de la proteina dCas12a, se indican los lébulos REC y NUC (Modificado de Yamano
et al,, 2016).
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CRISPR-dCas para la formacion de nanoestructuras hibridas

En los ultimos afos, los sistemas CRISPR-dCas12a se han empleado como
"interruptores génicos" para regular la expresion génica. Esto se logra mediante la unién de las
proteinas Cas sin actividad nucleasa (dCas) al dsDNA, las cuales ofrecen una herramienta para
el posicionamiento especifico en el dsDNA sin cortarlo (Xu & Qi, 2019). Recientemente, el grupo
de investigacion liderado por Wu y sus colaboradores en 2022, presentaron una estrategia para
posicionar de manera especifica endonucleasas dCas en un dsDNA y luego plegarlo. Esta
estrategia utiliza una proteina quimérica compuesta por dCas9 y dCas12a unidas mediante un
péptido responsivo. (Figura 10a). Este sistema imita a las "grapas" de las proteinas TAL, donde
el RNP bivalente reconoce especificamente secuencias objetivo dentro del dsDNA, formando
nanoestructuras previamente disefiadas. Esta estrategia demostré la posibilidad de plegar in
situ dsDNA lineales y circulares utilizando el sistema bivalente CRISPR-dCas, el cual reconoce
un par de diferentes sitios blanco en el dsDNA, condensandolo en diversos disenos. El péptido
que une a las dos endonucleasas es sustrato de otra enzima, la Caspasa 3, cuando esta
proteasa esta presente, se libera el DNA condensado. El objetivo de la nanoestructura hibrida
es proteger la informacién genética cuando se encuentra condensada, imitando a los hibridos
naturales de DNA-proteina presentes en los cromosomas, y provocar una transcripcion génica

sensible a estimulos eficiente en la forma desplegada (Figura 10b).
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Figura 10. Representacion del sistema bivalente CRISPR-dCas. a) Formacién del complejo ribonucleoproteico
con la endonucleasa bivalente y sus respectivos sgRNA y crRNA. b) Estrategia de condensacion del dsDNA con las

grapas de RNPs y representacion del péptido sensible a Caspasa 3 (Modificado de Wu et al., 2022).
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Esta estrategia de plegamiento y desplegamiento de dsDNA presenta limitaciones en la
produccion de proteinas debido al gran tamafio de ambas en términos de pares de bases (bp).
La proteina dCas9 tiene un tamano de ~12,300 bp, mientras que la dCas12a tiene ~11,700 bp,
estos tamafios significativos pueden influir negativamente en la eficiencia de transformacion y
produccion debido al tamafio considerable del plasmido (Chan et al., 2002). Para evitar la
limitacion de tener un solo plasmido de gran tamarfo, se pueden utilizar dos proteinas por
separado que tengan dominios de dimerizacion discretos, los cuales no generen una gran
diferencia en el tamafo del plasmido para la produccion de la proteina y que permitan inducir

la dimerizacion sin requerir de otra proteina externa al sistema.

Sistema de heterodimerizaciéon FKBP — Rapamicina — FRB

En el laboratorio, se realizd previamente un trabajo enfocado al disefio y la produccion
de proteinas dCas12a fusionadas a los dominios de heterodimerizacion FKBP y FRB
(Calcines-Cruz et al., 2021). Estos dominios, FKBP y FRB, son relativamente pequefios
(aproximadamente 11.8 kDa y 11.4 kDa, respectivamente) y tienen una alta afinidad de union
a sus ligandos, lo cual los hace ideales para la ingenieria de proteinas (Fegan et al., 2010).
Juntos, forman un sistema de dimerizacién quimicamente inducido, siendo la molécula que los
une la rapamicina. La rapamicina, un macroélido antifungico, se une inicialmente al dominio
FKBP con una alta afinidad (Ko de 0.2 nM), y luego el complejo rapamicina-FKBP se asocia
con FRB, formando el complejo FRB-rapamicina-FKBP, que presenta una afinidad aun mayor
de 100 fM. Es importante destacar que en ausencia de rapamicina, no se producen

interacciones proteina-proteina entre FKBP y FRB (Banaszynski et al., 2005) (Figura 11).

FKBP
1.8 kDa

FKBP - Rapamicina - FRB

Figura 11. Diagrama del sistema de heterodimerizacion FKBP-Rapamicina-FRB. Este esquema muestra las Kp
de los posibles eventos de unién involucrados en la formacion del complejo ternario final PDB: 1FAP (Modificado de
Banaszynski et al., 2005).
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Este sistema inducible se ha empleado para la heterodimerizacion quimica de una
proteina de fusién dCas12a-FKBP con un polipéptido sintético C-S10-FRB para el
empaquetamiento de secuencias especificas de dsDNA. En este proceso, el sistema
CRISPRdCas12a-FKBP se dirige especificamente a diferentes sitios dentro del DNA, y en
presencia de rapamicina se ensambla con el polipéptido, actuando como una sefial artificial
de encapsulacion del DNA. Gracias a esta estrategia de dimerizacion, se pueden potenciar las

capacidades individuales de ambas proteinas (Calcines-Cruz et al., 2021) (Figura 12).
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Figura 12. Representacion del sistema de heterodimerizacién de dCas12a-FKBP y C-S1,-FRB. a) Esquema

del disefio modular de dCas12a-FKBP y C-S10-FRB, junto con la representacion de la dimerizacion en presencia
de rapamicina. b) Esquema del complejo dCas12a-S10 posicionado en un dsDNA, reclutando la nucleacion sobre
este (Modificado de Calcines-Cruz et al., 2021).
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Nanoestructuras hibridas, programables e inducibles con
CRISPRdCas y dsDNA

Basandonos en la evidencia anterior, se puede demostrar que las proteinas de fusion
dCas12a-FKBP y dCas12a-FRB se unen de manera especifica al DNA bicatenario, y que,
gracias a estos dominios proteicos, el sistema responde a la presencia de un ligando quimico.
En este sistema, las ribonucleoproteinas quiméricas amplian sus capacidades gracias a las
dos interfaces que poseen: la primera interfaz reconoce y se posiciona en secuencias
especificas dentro del dsDNA, mientras que la segunda interfaz permite la polimerizacién
inducida por la rapamicina. (Figura 13).
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Figura 13. Estructuras tridimensionales de las proteinas fusion. Estructura tridimensional de dCas12a-FKBP,
peso molecular y esquema del disefio modular de sus interfaces. En gris, se representa dCas12a; en rojo, €l linker;
y en azul, FKBP (arriba). Estructura tridimensional de dCas12a-FRB, peso molecular y esquema del disefio modular
de sus interfaces. En gris, se representa dCas12a; en rojo, el linker; y en rosa, FRB (abajo). Las estructuras en 3D
fueron obtenidas con AlphaFold 3, y las estimaciones de confianza (pLDDT) para ambas proteinas se presentan en

Anexos Figura 3 y 4 (Abramson et al., 2024).

En general, el uso del sistema CRISPR-dCas para la formacion de nanoestructuras se
ha centrado en la condensacion de dsDNA. Sin embargo, este proyecto introduce una nueva
estrategia para el ensamblaje de nanoestructuras mediante un enfoque de disefio racional. A
diferencia de la condensacion, esta involucra el autoensamblaje supramolecular, donde el
dsDNA actia como andamio para posicionar a las ribonucleoproteinas fusion dCas12a-FKBP
y dCas12a-FRB y en presencia de rapamicina estos bloques de construccion se polimerizan
para formar disefios racionales (Figura 14).
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Figura 14. Representaciones del sistema de autoensamblaje y los bloques de construccion empleados en
la formacion de nanoestructuras hibridas. a) Muestra dos proteinas fusién dCas12a-FKBP y dCas12a-FRB con
sus crRNAs, rapamicina y el dsDNA utilizados para la formacién de nanofibras. b) Muestra tres proteinas fusion
dCas12a-FKB y dCas12a-FRB con sus crRNAs, rapamicina y el dsDNA utilizados para la formaciéon de
nanoramificaciones.

Estos bloques de construccion hibridos basados en el sistema CRISPR-dCas
promueven la polimerizacion controlada de templados de dsDNA; presentado potenciales
aplicaciones en el area de biotecnologia. Gracias al sistema de heterodimerizacion FKBP-FRB
permite el ensamblaje especifico de proteinas de interés. Este enfoque puede ser aprovechado
para crear nuevas plataformas que puedan presentar antigenos o para el desarrollo de
biosensores capaces de detectar moléculas en funciéon del ensamble inducido de enzimas en

regiones especificas sobre el dsDNA.
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Justificacion

Las nanoestructuras hibridas de DNA-proteinas son una rama en constante desarrollo dentro
de la bionanotecnologia, por lo cual es necesario el desarrollo de nuevos bloques de
construccion para la creacién de nuevas estructuras. Los bloques aqui propuestos facilitan la
polimerizaciéon controlada del dsDNA y también tienen el potencial de ensamblar
especificamente otras proteinas de interés mediante el sistema FKBP-FRB. Esta investigacion
propone una estrategia innovadora para la creacién de nanoestructuras programables e
inducibles quimicamente, utilizando las proteinas quiméricas dCas12a-FKBP y dCas12a-FRB.
Estas proteinas, en complejo con sus crRNAs, tienen la capacidad de ensamblarse
especificamente a secuencias en un dsDNA y de dimerizarse en presencia de rapamicina a

temperatura fisiolégica.

Hipotesis
La presencia de rapamicina promovera la polimerizacion de las ribonucleoproteinas dCas12a-

FKBP y dCas12a-FRB ensambladas en el dsDNA, lo que resultara en la formacion de

nanoestructuras supramoleculares.

Objetivos

Objetivo general

Desarrollar nanoestructuras hibridas inducibles quimicamente utilizando las proteinas
quiméricas dCas12a-FKBP y dCas12a-FRB, las cuales en complejo con su crRNA se

ensamblan especificamente con dsDNA y son sensibles a la presencia de rapamicina.

Objetivos especificos

+ Disefiar los dsDNA 'y crRNA.

» Producir y purificar las proteinas dCas12a-FKBP y dCas12a-FRB.

* Inducir la dimerizacion de las proteinas dCas12a-FKBP y dCas12a-FRB en presencia
de rapamicina.

« Evaluar la actividad de union al dsDNA de las ribonucleoproteinas dCas12a-FKBP y

dCas12a-FRB mediante un ensayo de cambio en la movilidad electroforética.
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» Caracterizar morfolégicamente los bloques de construccion individuales, siendo las
ribonucleoproteinas ensambladas a sus sitios especificos en el dsDNA, utilizando
microscopia de fuerza atomica.

» Caracterizar morfolégicamente las bionanoestructuras formadas (nanofibras y
nanoramificaciones) inducidas por rapamicina, mediante microscopia de fuerza

atomica.

Materiales y métodos

Vectores

La clonacién de los vectores para las proteinas recombinantes dCas12a-FKBP y
dCas12a-FRB fue realizada por Calcines-Cruz et al., 2021. Los vectores han sido disefiados
con mutaciones que inactivan la actividad del dominio nucleasa (D908A, E993A y D1263A en
RuvC), y cada uno contiene un dominio de heterodimerizacion especifico (FKBP para dCas12a-
FKBP y FRB para dCas12a-FRB). Ademas, ambos vectores tienen una etiqueta de histidinas
6xHis, un sitio de reconocimiento para la proteasa SUMO, y contienen un gen de resistencia a

ampicilina. Los mapas de ambos plasmidos de expresion se encuentran en Anexos Figura 1

y 2.

Produccién de las proteinas dCas12a-FKBP y dCas12a-FRB

La produccion y purificacion de las proteinas quiméricas se basé en el protocolo para
Cas12a de Mohanraju et al., 2018. Se utilizé la cepa de E. coli BL21 (DE3) con sus respectivos
vectores para la expresion de las proteinas recombinantes dCas12a-FKBP y dCas12a-FRB.
Las cepas se crecieron selectivamente en medio Terrific Broth (TB) con 100 pg/mL de ampicilina
en matraces Erlenmeyer de 1 L, realizando dos cultivos separados para cada proteina. Ambos
cultivos se incubaron a 37 °C con agitacion constante hasta alcanzar una densidad 6ptica (OD)
entre 0.6 y 0.8 unidades de absorbancia (UA). Posteriormente, se disminuyé la temperatura a
12 °C. La expresion de ambas proteinas se indujo mediante la adiciéon de 1 mM de isopropilo
B-D-1-tiogalactopirandsido (IPTG) 30 minutos después de la transicion de temperatura y se
mantuvo durante 24 horas. Al finalizar el tiempo de induccion, se obtuvieron los pellets celulares
mediante centrifugacion a 6000 RCF (Fuerza centrifuga relativa), estos pellets fueron

almacenados a -80 °C para su posterior purificacion.
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Purificacion de las proteinas dCas12a-FKBP y dCas12a-FRB

Se resuspendieron los pellets en 35 mL de buffer de lisis (20 mM Tris-HCI pH = 8.0, 250
mM NacCl, 10 mM imidazol, 1 mM PMSF). Posteriormente, se sonicaron los pellets celulares a
una potencia de 765 Watts durante 6 minutos, en ciclos ON/OFF de 5 s/25 s a 4 °C. La muestra
lisada se centrifugdé a 35,000 RCF durante 35 minutos a 4 °C. El sobrenadante se recuperé y
se filtr6 con una membrana de tamafio de poro de 0.22 uym, para posteriormente ser purificado

mediante una serie de cromatografias seriadas.

Cromatografia de afinidad por iones metalicos inmovilizados (IMAC)

El sobrenadante filtrado se inyectd en una columna de cromatografia de afinidad por niquel
HisTrap™ FF previamente equilibrada con buffer de lisis. La columna se lavd con buffer de
lavado (20 mM Tris-HCI pH = 8.0, 250 mM NaCl, 20 mM imidazol) y finalmente, las proteinas
dCas12a-FKBP y dCas12a-FRB se eluyeron con un buffer de elucion (20 mM Tris-HCI pH =
8.0, 250 mM NaCl, 250 mM imidazol). Las fracciones resultantes fueron depositadas en una
membrana con un tamano de corte de 50 kDa, afiadiendo la proteasa SUMO (small ubiquitinlike
modifier) para remover la etiqueta de 6xHis de las proteinas. La muestra se dializé durante toda
la noche a 4 °C, con agitacion constante, en un buffer de dialisis (20 mM HEPES-KOH pH =
8.0, 250 mM KClI, 10% glicerol, 1 mM DTT, 1 mM EDTA).

Cromatografia de afinidad a heparina

La muestra dializada se centrifugé a 4,500 RCF durante 10 minutos a 4°C, se recupero
el sobrenadante y se diluyé en una proporcion 1:1 (v/v) con buffer de dilucion (10 mM
HEPESKOH pH = 8.0). Esta muestra diluida se inyecté en una columna de afinidad a heparina
HiTrap™ Heparin HP, que retiene proteinas de union a acidos nucleicos, como las proteinas
dCas12a-FKBP y dCas12a-FRB. Previamente, la columna fue equilibrada con buffer IEX-A (20
mM HEPES-KOH pH = 8.0, 150 mM KCl) y las proteinas fueron eluidas utilizando buffer IEX-B
(20 mM HEPES-KOH pH = 8.0, 2 M KCl).

Cromatografia de exclusién por tamafo molecular

Las fracciones de proteina recuperadas de la columna de heparina se concentraron a
500 pL mediante centrifugacion a 5,000 RCF durante 15 minutos a 4 °C, utilizando unidades de
filtracion Amicon Ultra-15 MWCO (Molecular Weight Cut-Off) con un tamafio de corte de 100

kDa. La solucién concentrada se inyectd en una columna de exclusion por tamafo
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HiLoad™ 16/600 Superdex™ 200 pg, previamente equilibrada con buffer SEC (20 mM
HEPESKOH pH 8.0, 500 mM KCI, 10% glicerol, 1 mM DTT). El mismo buffer se utilizé para la
elucion y se recolectaron las fracciones de la proteina conforme al cromatograma esperado.
Posteriormente, se realiz6 un SDS-PAGE para seleccionar y combinar las fracciones que
contenian proteinas puras, las cuales fueron posteriormente concentradas nuevamente
utilizando las unidades de filtracion mencionadas anteriormente. La concentracion de la
proteina se determiné utilizando un espectrofotémetro NanoDrop con la opcién de medicion "1
Abs = 1 mg/mL". Luego, se aplicd un factor de correccion de 1.009 segun lo reportado por
Mohanraju et al., 2018 para poder estimar con mayor precision su concentracion, este factor es
necesario porque existen diferentes variantes de Cas12 y las proteinas utilizadas en este
trabajo son fusiones de AsCas12a, , Finalmente, las muestras de proteina se almacenaron a -
80 °C.

Caracterizacion de las proteinas dCas12a-FKBP y dCas12a-FRB

La separacion de las fracciones proteicas de cada paso cromatografico, asi como la
pureza e identidad de las proteinas dCas12a-FKBP y dCas12a-FRB, se evaluaron mediante
SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) y Western Blot,
respectivamente. La pureza relativa de las proteinas se determind mediante analisis
densitométrico utilizando el software Fiji segun lo reportado por Gallagher, 2014 y la identidad
de las proteinas se confirmé utilizando un anticuerpo policlonal anti-Cas12a (GeneTex,
133298).

Amplificacion de dsDNA mediante PCR

Se sintetizé un dsDNA lineal de 140 bp con sitios especificos de unién para dos RNPs
y un dsDNAde 210 bp con tres sitios especificos de unién para RNPs. Ademas, se sintetizaron
cebadores para la amplificacion de ambos dsDNA. Todos los DNAs fueron sintetizados por
IDT (Integrated DNA Technologies, USA). Las secuencias de ambos DNAs se encuentran en

Anexos Tabla 1.
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Tabla 1. Oligonucleétidos utilizados para la PCR de punto final

Oligos Secuencia % GC Tm
Fw_P140 5’ -CAAGGTCTAGGCACAATCCC-3" 55 55.4 °C
Rv_P140 5’ -GCAACGAGTACATGCACTGC-3" 55 56.9 °C

%GC: Representa el porcentaje de guanina y citosina, siendo recomendable un rango de entre 40 al 60%. Tm: Es
la temperatura en la cual la mitad de los oligonucleétidos estan en estado monocatenario y la otra mitad se
encuentran emparejados con su secuencia complementaria.

Las amplificaciones de ambos dsDNAs se realizaron en un termociclador T100
(BioRad). La mezcla de reaccion consistio en 12.5 yL de Master Mix 2X (KO171-NEB), 1.25 uL
de oligo Fw (10 uM), 1.25 uL de oligo Rv (10 uM), 9 uL de agua y 1 pL del dsDNA (140 bp 0 210
bp, segun corresponda). Las condiciones de la PCR fueron las siguientes: desnaturalizacion
inicial a 95 °C por 3 minutos (1 ciclo), seguida de desnaturalizacién a 95 °C por 10 segundos,
alineamiento a 56 °C por 30 segundos y extension a 72 °C por 9 segundos (para 140 bp) o0 13
segundos (para 210 bp) durante 35 ciclos; finalizando con una extension final a 72 °C por 5
minutos y almacenamiento a 12 °C (1 ciclo). Los amplicones fueron purificados mediante
precipitacion con etanol y luego tefiidos con SYBR Safe para su posterior analisis mediante
electroforesis en gel de agarosa al 2% a 100 V durante 1 hora.

Diseno de crRNAs

Se disenaron tres crRNAs basados en el metaanalisis realizado por Zhu & Liang en
2019, el cual analizé mas de 11,000 secuencias de crRNAs reportadas para la edicidn gendémica
con el sistema CRISPR-Cas12a. Este analisis resaltd que tanto la eficiencia y especificidad del
crRNA hacia el dsDNA objetivo dependen significativamente de como estan compuestos y
posicionados los nucleétidos en la region variable del crRNA. Considerando estos factores, se
llevd a cabo un disefio racional de los 3 crRNAs con el objetivo de favorecer la union especifica
y reducir las uniones no especificas. A continuacion, se presenta una tabla con la nomenclatura,
el porcentaje de GC, y un diagrama que ilustra la hibridacién de cada crRNA con su secuencia
diana en el dsDNA (Tabla 2). Todos los crRNAs fueron sintetizados por IDT (Integrated DNA

Technologies, USA). Las secuencias de los tres crRNAs se encuentran en Anexos Tabla 1.
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Tabla 2. Nomenclatura, porcentaje de GC y diagrama de hibridacién de
crRNAs con sus secuencias objetivo en dsDNA

Nomenclatura

0, H -
de los crRNAs %GC Diagrama de ensamble crRNA - dsDNA

5/ -
—_ 3 140 bp

“A” 46 U

5/ -

-3 210 bp

5’ - T - 140 bp
“C” 50

-3 210 bp

5 I _ 3 140 bp

46 n

53 N ;; 210 bp

Diseino y autoensamble de las bionanoestructuras

Para formar los complejos RNP, se incubaron los crRNAs con dCas12a-FRB o dCas12a-
FKBP (segun fuera el caso) en una estequiometria de 1:1 a 37 °C durante 20 minutos en buffer
de ensamble (50 mM NaCl, 10 mM Tris-HCI pH = 8, 10 mM MgCI2, 1 mM DTT). Después de la
formacion de los complejos RNP, estos se unieron con el dsDNA correspondiente (2 RNPs para
el dsDNA de 140 bp o 3 RNPs para el dsDNA de 210 bp) incubandolos en una estequiometria

de 6:1 a 37 °C durante 1 hora en el mismo buffer de ensamble (Figura 15).
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a)

Figura 15. Representacion del disefio de los RNPs ensamblados con sus sitios especificos en ambos

dsDNAs. a) dsDNA de 140 bp ensamblado con sus dos RNPs en sus sitios especificos. b) dsDNA de 210 bp
ensamblado con sus tres RNPs en sus sitios especificos.

Tras la incubacién, se incorporé rapamicina (R-101 de GOLDBIO) para inducir la
polimerizacion de los bloques de construccion hibridos, formando asi nanoestructuras en forma

de nanofibras y nanoramificaciones, los cuales posteriormente fueron caracterizados (Figura
16).
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Figura 16. Representacion del disefio de los bloques de construccion polimerizados. a) Bloques de
construccion polimerizados en forma de nanofibras. b) Bloques de construccion polimerizados en forma de

nanoramificaciones. Estos bloques permiten la polimerizacion controlada del dsDNA y tienen el potencial de
ensamblar especificamente diversas proteinas de interés.

33



Caracterizacion de las bionanoestructuras

Heterodimerizacién de dCas12a-FKBP con dCas12a-FRB inducida por
Rapamicina

La dimerizacion de dCas12a-FKBP y dCas12a-FRB en presencia de rapamicina se
evaluo por medio de esparcimiento dinamico de luz utilizando el equipo Nano Zetasizer Malvern,
modelo ZEN 3600. Se empled una celda de cuarzo de 20 pyL (ZEN2112) para medir las muestras
a temperatura ambiente. Ambas proteinas se mezclaron con rapamicina a concentraciones de
2 uM y 4 uM respectivamente, en buffer de ensayo (20 mM HEPES-KOH pH = 7.5, 100 mM
KCI, 1 mM DTT).

Ensayo de union de los RNP’s al templado de dsDNA

Se llevo a cabo un ensayo de cambio de movilidad electroforética (EMSA) para evaluar
la unién especifica de los complejos RNP al dsDNA blanco. Previamente, se ensamblaron los
RNPs con crRNA especificos y no especificos en una relacion 1:1 a una concentracion de 400
nM, en buffer de ensamble a 37 °C durante 20 min. Posteriormente, estos complejos se
incubaron con dsDNA (140 bp) en una relacion 4:1 a una concentracién de 400 nM:100 nM,
tanto en presencia como en ausencia de rapamicina (800 nM), en buffer de ensamble a 37 °C
durante 1 hora. Las muestras se tifieron con SYBR Gold y se analizaron en un gel de

poliacrilamida al 8% a 70 V durante 40 minutos.

Ensamble y visualizaciéon de las bionanoestructuras hibridas

Se realizd la formacion de los RNPs incubando los crRNAs con dCas12a-FRB o
dCas12a-FKBP (segun el caso) en una relacion 1:1 a una concentracion de 500 nM en buffer
de ensamble a 37 °C durante 20 min. Después, se ensamblaron los RNPs con los dsDNA en
una relacién 6:1 a una concentracion final de 50 nM RNP y 8 nM dsDNA en buffer de ensamble
a 37 °C durante 1 hora. Inmediatamente después, se afiadié rapamicina en una relacion 1000:1
respecto al RNP y se incubé a temperatura ambiente durante 20 minutos. Se depositaron 5 pL
de la muestra en una mica fresca de moscovita durante 15 minutos; la mica se lavé con 1000
uL de agua Milli-Q y se seco bajo una corriente suave de aire. Las micrografias se obtuvieron
por un microscopio de fuerza atémica (MultiMode 8 NanoScope V, Bruker) en modo ScanAsyst
en aire con una resolucion de 1024 muestras/linea. Las micrografias se procesaron con el
software NanoScope Analysis v1.89 y Fiji. El andlisis de las distribuciones de las longitudes de

las nanoestructuras obtenidas fue realizado con el software GraphPad Prism v9.
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Resultados

Purificacion e identidad de las proteinas quiméricas

Las proteinas quiméricas dCas12a-FKBP y dCas12a-FRB se aislaron de la fraccién
soluble del lisado celular de E. coli BL21 (DE3) y se purificaron para utilizarlas como bloques
de construccion proteicos. Para obtenerlas con alta pureza, se realizaron tres pasos
cromatograficos consecutivos: afinidad por niquel, afinidad por heparina y exclusion por
tamafo molecular. La cromatografia de afinidad a niquel se realizd gracias a que ambas
proteinas tenian una etiqueta de 6xHis flanqueada por una secuencia de reconocimiento
SUMO en el extremo N-terminal, dicha etiqueta fue removida utilizando la proteasa SUMO, y
los fragmentos resultantes fueron eliminados durante el proceso de dialisis. Se realizé una
cromatografia de afinidad a heparina, en la que ambas proteinas cargadas positivamente son
capaces de interactuar con las cargas negativas de la heparina. Por ultimo, las proteinas se

purificaron segun su tamafo mediante una cromatografia de exclusion molecular (Figura 17).
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Figura 17. Gel de poliacrilamida SDS-PAGE al 7.5 % del proceso de purificacion de dCas12-FKBP (a) y
dCas12a-FRB (b). Se muestran, de izquierda a derecha: lisado de la fraccion soluble, purificacion por afinidad a
niquel (a), remocion de etiqueta 6xHis (b), purificacion por afinidad a heparina, purificacién por exclusién molecular

y finalmente ambas proteinas purificadas (resaltadas en rojo respectivamente).

Ambas proteinas fueron purificadas exitosamente alcanzando una pureza estimada
superior al 87% segun el analisis densitométrico de los geles de SDS-PAGE realizado con el
software Fiji, siguiendo la metodologia descrita por Gallagher, 2014. Los rendimientos
obtenidos fueron de 15.04 mg/L para dCas12a-FKBP y 9.44 mg/L para dCas12a-FRB. La
identidad de las proteinas purificadas se verifico mediante Western blot utilizando anticuerpos

policlonales anti-Cas12a (Figura 18).
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Figura 18. Gel de poliacrilamida al 7.5 %: a la izquierda: SDS-PAGE, y a la derecha: Western blot de las
proteinas purificadas dCas12a-FKBP (1) y dCas12a-FRB (2).

Estos resultados aseguran que ambos bloques de construccién proteicos estan

preparados para su posterior ensamblaje con otros bloques de construccion del sistema.

Caracterizacidén de las interfases de los bloques de construccién
proteicos

Interfase de heterodimerizaciéon quimica inducida por ligando

Se utilizé la técnica de esparcimiento dinamico de luz para comprobar que la
heterodimerizacion quimica de los dominios FKBP-FRB es inducida por rapamicina. Se midio
el incremento en el diametro hidrodinamico al formarse el heterodimero entre las proteinas
dCas12a-FKBP y dCas12a-FRB en presencia de rapamicina. Las mediciones muestran que
en ausencia de rapamicina, no hay un cambio en el diametro hidrodinamico, lo que indica la
ausencia de interacciones inespecificas de proteina-proteina. Sin embargo, en presencia de
rapamicina las proteinas dCas12a-FKBP y dCas12a-FRB mostraron un incremento en su

diametro hidrodinamico de aproximadamente 12 nm a 24 nm (Figura 19).
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Figura 19: Distribuciones del diametro hidrodinamico de las proteinas fusiéon. dCas12a-FRB (12.33 nm) se
muestra en rojo, dCas12a-FKBP (11.71 nm) en verde, dCas12a-FRB y dCas12a-FKBP (11.67 nm) en azul y
dCas12a-FKBP + dCas12a-FRB + Rapamicina (24.36 nm) en negro. Las concentraciones utilizadas fueron de
dCas12-FRB/FKBP [2 uM] y para rapamicina [4 uM].

Las fluctuaciones observadas en las distribuciones del diametro hidrodinamico podrian
deberse a que, para este experimento, ambas proteinas fusion se dimerizaron en forma Apo
(sin crRNA). En este estado, la Cas12a alterna entre las conformaciones elongada vy
semicompacta. En la elongada, los I6bulos de reconocimiento (REC1 y REC2) y el dominio
nucleasa (NUC) se encuentran mas extendidos. Cuando se une la endonucleasa al crRNA, la
proteina adopta una estructura mas compacta, lo que facilita su actividad catalitica para el corte
del dsDNA. Esta flexibilidad estructural en el estado Apo podria estar impactando en las
fluctuaciones en los diametros hidrodinamicos observadas en el grafico de DLS (Jianwei et al.,
2023).

También se verificd la heterodimerizacion quimica de ambas proteinas quiméricas en
presencia y ausencia de su ligando mediante microscopia de fuerza atomica (AFM). Tras
incubar las proteinas durante 20 minutos, con y sin rapamicina, se tomaron las micrografias
correspondientes (Figura 20 a y b). Se midieron 400 diametros de las proteinas de cada
muestra y se observé un aumento en el tamano de las proteinas en presencia de rapamicina,
con un rango de 34 a 38 nm, lo que sugiere la formacién de heterodimeros proteicos (Figura
20 a). En comparacion, las proteinas sin rapamicina presentaron un rango de 18 a 21 nm,

correspondiente a proteinas no dimerizadas (Figura 20 b). También se observaron particulas
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de mayor didmetro, superiores a 42 nm, que podrian ser agregados de proteinas debido al
secado de las muestras. Esto es comun en la microscopia de fuerza atdomica para proteinas,
ya que el proceso de preparacion y secado de las muestras puede inducir la formacion de
agregados. Ademas, se realizé un histograma comparativo del tamafio de ambas proteinas,
donde en rojo se representa la heterodimerizacién y en negro las proteinas sin dimerizar
(Figura 20 c).
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Figura 20: Micrografias de fuerza atémica y analisis de tamaiio de la heterodimerizacion entre las proteinas
quiméricas. a) Micrografia de dCas12a-FKBP y dCas12a-FRB dimerizadas en presencia de rapamicina, resaltando
dimeros y un monémero, con sus respectivos diametros. b) Micrografia de dCas12a-FKBP y dCas12a-FRB en
ausencia de rapamicina, resaltando monémeros, con sus respectivos diametros. ¢) Histograma comparativo del
tamafio de ambas proteinas, mostrando las diferencias de los diametros entre las proteinas dimerizadas (en rojo) y

no dimerizadas (en negro).

A partir de las micrografias obtenidas de las proteinas quiméricas en presencia de
rapamicina, se realizd un conteo de las proteinas individuales y dimerizadas. Se contabilizaron
183 proteinas en forma de mondémeros y 202 proteinas como dimeros, lo que corresponde a

un 47.5% en mondémeros y un 52.5% en dimeros (Figura 21).
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Figura 21: Distribucion de proteinas en monémero y dimero en presencia de rapamicina, conteo de
nanoparticulas obtenido mediante micrografias de fuerza atémica. El eje X muestra los monémeros y dimeros,

mientras que el eje Y es el numero total de proteinas en cada estado.
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Ambos resultados confirman que la rapamicina induce la heterodimerizacion de las
proteinas quiméricas dCas12a-FKBP y dCas12a-FRB. La dispersion dinamica de luz mostré un
aumento del doble en el diametro hidrodinamico con respecto a las proteinas que no tenian el
ligando, incrementandose de 12 nm a 24 nm. La microscopia de fuerza atémica también indico
un incremento en el tamafo de las proteinas por la presencia de rapamicina, pasando de 18
nm a 38 nm. Ademas, el conteo total de las proteinas indicé que el 52.5% alcanz6 a
dimerizarse, mientras que el 47.5% permanecié en forma de mondémeros en presencia de

rapamicina.

Interfase de unién especifica a dsDNA

Los amplicones de 140 bp y 210 bp de dsDNA obtenidos por PCR de punto final fueron
purificados y verificados por electroforesis en gel de agarosa. Estos fragmentos se utilizaron
como andamios para posicionar especificamente los complejos RNPs, para el ensamblaje de
dos RNPs en el dsDNA se utilizé el templado de 140 bp y para tres RNPs el dsDNA de 210
bp. Los cebadores disefiados generaron amplificaciones especificas, tal como se observa en

la Figura 22, donde las bandas obtenidas corresponden al tamafio de los dsDNA disefiados

previamente.
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Figura 22. Amplificacion de los templados de dsDNA. Gel de agarosa al 5%. En el carril 1 se muestra el
templado de 210 bp y en el carril 2 se muestra el templado de 140 bp, con =75 ng de cada templado. Ambos

templados fueron purificados mediante precipitacion con etanol.

Una vez verificados tanto el tamafio como la pureza de ambos templados, se procedid
a utilizarlos como andamios para ensamblar de manera especifica los complejos RNPs

correspondientes.
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Se realizé6 un ensayo de movilidad electroforética en gel de poliacrilamida al 8%
(PAGE) para confirmar que la unién de las proteinas quiméricas al dsDNA en complejo con
sus crRNA no se ve afectada por la rapamicina, manteniendo su capacidad de reconocer
especificamente las secuencias objetivo tanto en presencia como en ausencia de rapamicina.
Se formaron complejos RNPs de dCas12a-FRB y dCas12a-FKBP con crRNAs especificos e
inespecificos, segun el caso. Estos RNPs se incubaron con un dsDNA de 140 pb que contenia
dos secuencias diana para los crRNAs, en una proporcién estequiométrica de 400 nM:100nM
(RNPs:dsDNA) (Figura 23). La estequiometria 6ptima de RNP:dsDNA se establecié
mediante ensayos de movilidad electroforética, se probaron diversas relaciones molares de
1:1, 2:1, 4:1, 6:1 y 10:1 (RNPs:dsDNA). Se determin6 que la estequiometria 4:1 era la mas

eficiente para retener completamente el templado de dsDNA.

En el primer carril, se encuentra solo dsDNA. En el segundo vy tercer carril, estan los
RNPs especificos para la secuencia del dsDNA, en presencia y ausencia de rapamicina,
respectivamente. En el cuarto y quinto carril, estan los RNPs inespecificos para la secuencia
del dsDNA, también en presencia y ausencia de rapamicina, respectivamente. En el sexto y
séptimo carril, las proteinas dCas12a-FRB y dCas12a-FKBP en su estado Apo, de igual
manera en presencia y ausencia de rapamicina, respectivamente.

Los RNPs formados con sus crRNAs especificos (+) tuvieron una union efectiva al
dsDNA, mientras que los RNPs con crRNAs inespecificos (-) no lograron retener
completamente el dsDNA, mostrando actividad inespecifica que puede ser atribuida a la
naturaleza catiénica de las proteinas dCas12a-FKBP y dCas12a-FRB. Ademas, la presencia
de rapamicina no afecté la unién especifica de los RNPs al dsDNA, indicando que la
heterodimerizacion inducida por rapamicina no interfiere con la capacidad de reconocimiento

de secuencias especificas de las proteinas quiméricas.
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Figura 23. Analisis de movilidad electroforética en gel de poliacrilamida PAGE al 8% con dsDNA de 140 pb
en todos los carriles. Se muestran en los carriles de derecha a izquierda. 1: dsDNA solo (140 bp); 2 y 3: RNPs
especificos (+) al dsDNA con y sin rapamicina, respectivamente; 4 y 5: RNPs inespecificos (-) al dsDNA con y sin
rapamicina, respectivamente; 6 y 7: dCas12a-FRB y dCas12a-FKBP sin formar complejo con crRNA, con y sin

rapamicina, respectivamente. Las flechas rojas indican la posicion esperada del dsDNA en ausencia de RNPs.

Estos resultados indican que las proteinas quiméricas dCas12a-FKBP y
dCas12aFRB, en complejo con sus crRNAs, son capaces de reconocer especificamente
secuencias objetivo dentro de un dsDNA, manteniendo esta capacidad de union especifica

de manera independiente a la presencia o ausencia de rapamicina.
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Caracterizacién morfoldégica de los bloques de construccion
individuales

Se evalud la especificidad de union de las proteinas dCas12a-FKBP y dCas12a-
FRB en complejo con sus crRNAs hacia secuencias objetivo en un dsDNA de 210 bp,
utilizando microscopia de fuerza atomica. Este dsDNA contiene tres regiones diana
distintas que se hibridan con uno de los crRNAs ("A", "C" 0 "E"), el diagrama de ensamble
se encuentra en la Tabla 2, permitiendo el posicionamiento especifico de los RNPs a

escala nanométrica.

Se incubaron dos RNPs, ambos compuestos por dCas12a-FRB, con el crRNA “A”
en uno y el crRNA “C” en el otro, junto con el dsDNA de 210 bp, estos RNPs fueron
disefados para posicionarse en los extremos del dsDNA. Se midieron experimentalmente
las longitudes totales de los bloques formados por estos RNPs ensamblados en los
extremos del dsDNA (Figura 24 a - c), con estos datos se realizdé un histograma que
mostro que la distribucion de la longitud total de los bloques hibridos se encontraba en un
rango de entre =62 nm a = 68 nm (Figura 24 d). También se midieron las distancias entre
el centro de un RNP y el centro del otro RNP, obteniéndose longitudes que variaban entre

=39 nmy=45nm.

Se calculo la longitud tedrica total del dsDNA de 210 bp, considerando que hay
0.34 nm entre cada par de bases, resultando en una longitud de 71.4 nm. Asimismo, se
calculo la distancia tedrica entre ambos RNPs ensamblados, tomando en cuenta los 24
nucleétidos del dsDNA donde se hibridan los crRNAs “A” y “C”, obteniéndose una longitud
de 50.32 nm (Figura 24 e). Las distancias tedricas se compararon con las distancias
experimentales, observandose distancias menores a las teéricas. Esto podria deberse
debido a que cada RNP desnaturaliza la doble hebra en la secuencia donde se hibrida el
crRNA, modificando la distancia constante de 0.34 nm entre cada par de bases. Ademas,
al remover el solvente de las muestras se puede modificar la estructura de los RNPs y el

dsDNA, afectando asi las longitudes esperadas.
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Figura 24: Bloque de construccion individual ensamblado con dos RNPs. a) Micrografia de fuerza
atomica donde se destacan los bloques individuales que contienen dos RNPs ensamblados en el dsDNA. b)
y c) Micrografias de fuerza atémica donde se muestran sus longitudes totales de los bloques de construccion,
asi como la longitud entre ambos RNPs. d) Histograma de la longitud total de los bloques de construccion
hibridos. e) Representacion esquematica del bloque de construccion propuesto, mostrando las longitudes

tedricas entre los RNPs y la longitud total del mismo.

También se incubaron tres RNPs, compuestos por dCas12a-FKBP, con el crRNA
“A”, el crRNA “C” y el crRNA “E”, junto con el dsDNA de 210 bp, estos RNPs fueron
disefiados para posicionarse en el medio y en los extremos del dsDNA, basado en el
diagrama de ensamble de la Tabla 2. Se midieron experimentalmente las longitudes
totales de los bloques formados por estos RNPs ensamblados en las tres regiones del
dsDNA (Figura 25 a - ¢). Con estos datos, se elaboré un histograma que mostré que la
distribucion de la longitud total de los bloques hibridos se encontraba en un rango de entre
60 nm a 62 nm (Figura 25 d). Del mismo modo, se midieron las distancias entre los centros

de los tres RNPs, que variaron entre 19 nmy 23 nm.

Por ultimo, se calculé la distancia tedrica entre los tres RNPs ensamblados,
considerando la longitud total del templado de dsDNA (71.4 nm) y los nucleétidos donde
se hibridan los crRNAs “A”, “C” y “E”, obteniéndose una longitud tedrica de 25.16 nm entre
cada RNP (Figura 25 e).
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Figura 25: Bloque de construccion individual ensamblado con tres RNPs. a) Micrografia de fuerza
atomica donde se destacan los blogues individuales que contienen tres RNPs ensamblados en el dsDNA. b)
y c) Micrografias de fuerza atémica donde se muestran sus longitudes totales de los bloques de construccion,
asi como la longitud entre los RNPs. d) Histograma de la longitud total de los bloques de construccion hibridos.

e) Representacion del bloque de construccion propuesto, mostrando las longitudes tedricas entre los RNPs y
la longitud total del mismo.

Las micrografias de fuerza atémica indican que los RNPs muestran una alta
especificidad en el reconocimiento de sus secuencias objetivo en el dsDNA. Ademas, las
longitudes totales de los bloques hibridos se aproximan a las expectativas teoricas,
aunqgue se observan desviaciones debido a la desnaturalizacion local del dsDNA por los
RNPs y a la remocion del solvente. Sin embargo, estos resultados confirman que estos

bloques de construccion se ensamblan con gran precisidén a escala nanométrica.
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Caracterizacién morfoldgica de las bionanoestructuras hibridas
autoensambladas.

Se comprobd mediante microscopia de fuerza atdmica que la polimerizacion de las
nanoestructuras es inducida por la presencia de rapamicina. Para ello, se ensamblaron
los bloques de construccion individuales compuestos por el RNP “A” (dCas12a-FRB con
su crRNA “A”), el RNP “C” (dCas12a-FKBP con su crRNA “C”), y el dsDNA de 140 bp, que
contiene dos regiones diana distintas en sus extremos que hibridan con uno de los crRNAs
(“A” 0 “C”), basado en diagrama de ensamble de la Tabla 2. El ensamblaje se realizé sin

afnadir rapamicina, esperando que no se formaran polimeros.

Se midieron experimentalmente las longitudes totales de los bloques formados por
estos RNPs ensamblados en los extremos del dsDNA (Figura 26 a - c); con estas
mediciones, se realiz6 un histograma que mostré que la distribucion de la longitud total de
los bloques de construccion se encontraba en un rango de entre = 34 nm a =40 nm (Figura
26 d). También se midieron las distancias entre los centros de los dos RNPs, obteniéndose
longitudes que variaban entre = 20 nm y = 22 nm. Por ultimo, se calcul6 la distancia teorica
del bloque de construccioén, considerando la longitud total del templado de dsDNA (47.6
nm) y los nucledtidos donde se hibridan los crRNAs “A” y “C”, obteniendo una longitud
tedrica de 25.84 nm entre cada RNP (Figura 26 e).
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Figura 26: Bloque de construccion individual ensamblado con tres RNPs. a) Micrografia de fuerza
atomica donde se destacan los bloques individuales que contienen dos RNPs ensamblados en el dsDNA. b)
y c) Micrografias de fuerza atémica donde de muestra la longitud total de los bloques de construccion, asi

como la longitud entre sus RNPs. d) Histograma de la longitud total de los bloques de construccion hibridos.
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e) Representacion esquematica del bloque de construccion propuesto, mostrando las longitudes tedricas entre
los RNPs y la longitud total del mismo.

Después de ensamblar los bloques de construccién individuales, se afadio
rapamicina para inducir la polimerizacion. Esta metodologia, denominada “Additive
Methodology” (AM), consiste en agregar los bloques de construccion de manera
consecutiva. Como se muestra en la Figura 27 a 'y 27 b, la rapamicina induce de manera
efectiva la polimerizacion de los mondmeros, también se realiz6 una representacion
esquematica del polimero ensamblado por cuatro monémeros (Figura 27 c), a su vez se
midieron las longitudes totales de los polimeros obtenidos y, con estos datos, se elabord
un histograma que mostré la distribucién de la longitud total de las polimerizaciones.
Ademas, se realizd un analisis para calcular el nimero de mondémeros ensamblados
gracias a la presencia de rapamicina. Se encontrd que el 80.65% de las
bionanoestructuras ensambladas tenian una longitud entre = 60 nm y = 80 nm, indicando
la presencia de dos monomeros ensamblados, cada uno con una longitud de = 34 nm.
Asimismo, el 17.5% de los polimeros se encontraban en el rango de = 95 nm a = 105 nm,
correspondiente a tres mondmeros ensamblados. Finalmente, se encontré un 1.85% de
los polimeros con una longitud de = 135 nm, lo que corresponde a una baja eficiencia de

polimerizacién con cuatro monémeros ensamblados (Figura 27 d).
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Figura 27: Bionanoestructuras hibridas autoensambladas en presencia de rapamicina. a) Micrografia de
fuerza atémica donde se destacan los polimeros ensamblados. b) Micrografia de fuerza atdmica de un

polimero compuesto por 4 monémeros ensamblados, donde se muestra la longitud total del polimero obtenida,
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asi como la longitud de uno de sus monémeros. ¢) Representacion esquematica del polimero ensamblado de
4 mondémeros, mostrando la longitud total tedrica de los 4 monémeros, asi como la longitud tedrica de uno de
sus monoémeros. d) Histograma de la longitud total de las polimerizaciones, en azul para 2 monémeros, naranja
para 3 monémeros y verde para 4 monémeros.

Se calcul¢ la distancia tedrica tomando en cuenta las bp que hay entre los centros de
los RNPs, que es = 33.3 nm. También se midieron las distancias entre los centros de los
dimeros de RNPs, obteniéndose longitudes que variaban entre 26 nm a 28 nm (Figura 28).
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Figura 28: Dimero autoensamblado por la presencia de rapamicina. a) Representacion esquematica de los
dos mondmeros ensamblados mostrando su longitud total tedrica, asi como la longitud tedrica de los centros
de los RNPs ensamblados. b) Micrografia de fuerza atémica de la misma bionanoestructura compuesta por
dos mondmeros ensamblados, donde se muestra la longitud total del dimero, asi como su longitud entre los

centros de los RNPs ensamblados. ¢) Histograma de la distancia entre los centros de los dimeros.

Estos resultados demuestran que la rapamicina induce efectivamente la
polimerizacion de los bloques de construccion individuales, formando principalmente
bionanoestructuras de dos mondémeros (80.65%), con menores proporciones de tres
(17.5%) y cuatro mondémeros (1.85%). Ademas, se observo que las distancias entre los
centros de los dimeros de RNPs variaron entre = 26 nm y = 28 nm, lo que indica una
desviacion respecto a la distancia teorica calculada. Esta desviacion, es consistente con
los resultados de experimentos anteriores, debido a la desnaturalizacion local del dsDNA

provocada por los RNPs y a la eliminacién del solvente.

Para lograr una mayor polimerizacién de los bloques de construccion, se evaluaron
dos metodologias adicionales y se compararon con la “Additive Methodology” (AM). La
primera fue la induccién secuencial de interacciones proteina-proteina, seguida de la
interaccion del dimero proteico con el dsDNA, denominada “Protein-Protein” (PP). La

segunda metodologia fue la induccion simultanea de ambas interacciones, conocida como
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“One Pot” (OP). Las nanoestructuras se ensamblaron utilizando estas metodologias y
fueron evaluadas mediante microscopia de fuerza atémica para determinar cual promovia
mejor la polimerizacion de los monémeros. Se midieron las nanoestructuras obtenidas y se
elaboré un histograma que mostré la distribucion de la longitud total para las tres

metodologias. Ademas, se analiz6 el numero de mondmeros ensamblados (Figura 29).

En el caso de la “Additive Methodology”, las nanoestructuras formadas consistieron
predominantemente en dos monémeros ensamblados (80.65%), con menores proporciones
de tres y cuatro mondmeros (17.5% y 1.85%, respectivamente). Para la metodologia
“Protein-Protein”, las nanoestructuras formadas estaban mayoritariamente compuestas por
dos y tres mondmeros ensamblados (38.17 % cada uno), con menores proporciones de
estructuras de cuatro, cinco y seis mondémeros (9.08%, 9.08%, y 5.43%, respectivamente).

En contraste, la metodologia “One Pot” resulté en una menor proporcion de nanoestructuras

con dos monémeros ensamblados (14.05%) y una mayor proporcion con tres monémeros
(40.62%), junto con estructuras de cuatro (10.92%), cinco (14.05%), seis (7.8%), siete
(10.93%) y ocho monémeros (1.56%).
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Figura 29: Micrografias de fuerza atémica de nanoestructuras ensambladas utilizando las metodologias a)
“ProteinProtein” y b) “One Pot”, donde se muestran las longitudes totales de cada nanofibra. ¢) Histograma de
la longitud total de las nanoestructuras ensambladas por las tres diferentes metodologias (AM, P-P y OP),

donde se resalta también el nimero de monomeros ensamblados.

La metodologia “Protein-Protein” favorecié la formacion de estructuras con dos y
tres mondmeros, mientras que la metodologia “One Pot” promovié una mayor diversidad de
ensamblajes con una tendencia hacia estructuras de mas de tres monomeros. Ambas
metodologias mostraron una mayor polimerizacion de los bloques de construccion en

comparacion con la “Additive Methodology”.
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También se llevo a cabo la formacion de las nanoestructuras hibridas disefiadas en
forma de nanoramificaciones, utilizando bloques de construcciéon compuestos por 3 RNPs
ensamblados en un dsDNA de 210 bp mediante la metodologia "One Pot". Se midieron las
nanoestructuras ramificadas a partir de las micrografias de fuerza atémica obtenidas, y se
realizaron histogramas de distribucion de las longitudes lineales totales (Figura 30 a - c).
Ademas, se analizaron las longitudes del eje principal y las ramificaciones secundarias
derivadas de dicho eje (Figura 30 d y e). Las longitudes totales, sumando todas las
ramificaciones, variaron entre = 100 nm y = 250 nm, las longitudes del eje central se
encontraron entre = 65 nm y = 185 nm, de las cuales se desprendian ramificaciones
secundarias de entre = 50 nm y = 70 nm. La mayoria de las nanoestructuras ramificadas

obtenidas presentaron un nodo de ramificacion que se dividia en tres ramificaciones.
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Figura 30: Nanoramificaciones autoensambladas inducidas por rapamicina. a) Micrografia de fuerza
atomica donde se destacan las nanoramificaciones. b) Micrografia de fuerza atdémica de una ramificacion
compuesta por 4 mondmeros ensamblados, mostrando la longitud del eje principal del polimero y la longitud
de sus 2 ramificaciones secundarias. c¢) Representacion esquematica del polimero ensamblado de 4
monomeros, mostrando la longitud total tedrica de las 2 ramificaciones secundarias y la del eje principal. d)
Histograma de la longitud total de las nanoramificaciones, indicando también el nimero de mondmeros
ensamblados e) Histograma de la longitud total del eje central (azul) y de las ramificaciones secundarias (rojo),

indicando también el nUmero de mondmeros ensamblados.
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Discusion

Esta investigacion demostré que las ribonucleoproteinas quiméricas dCas12a-
FKBP y dCas12a-FRB pueden ser utilizadas como bloques de construccion innovadores
para la formacion de nanoestructuras hibridas. La capacidad de unién a secuencias
especificas en el dsDNA del sistema CRISPR-Cas es clave para este proceso. Ademas, la
sensibilidad a la rapamicina que le confieren los dominios de heterodimerizaciéon FKBP-
FRB ofrece un control inducible para promover la polimerizacion, lo que otorga a estos
bloques la capacidad de construir nanomateriales de manera precisa y controlada. La
capacidad para disefar y formar estructuras lineales y ramificadas amplia las aplicaciones
potenciales de estos nanomateriales en diversos campos. Como se reporta en el estudio
de Lu et al. (2024), donde utilizaron DNA origami como plataforma para guiar el ensamblaje
preciso de nanoestructuras DNA-proteina en formas lineales y ramificadas, controlando la
geometria y la estequiometria. Este método permite disefar clusteres de ligandos
proteicos, optimizando su interaccion con los receptores celulares y mejorando la
bioactividad. Estos complejos también contribuyen al desarrollo de nuevos materiales
biomoleculares. Asimismo, el posicionamiento especifico de proteinas puede mejorar la
eficiencia catalitica al organizar espacialmente enzimas, como lo demuestran Berckman y
Chen (2019), quienes utilizaron proteinas de fusion de dCas9 combinadas con un dominio
de union a celulosa (CBD) y una endoglucanasa (CelA), lo que permitié co-localizar las
enzimas en un templado de dsDNA y optimizar procesos como la hidrdlisis de celulosa.
Este sistema también facilita la reconfiguraciéon del orden y la proximidad de las enzimas
en el metaboldn, lo que podria tener aplicaciones significativas tanto in vitro como in vivo
para la activacion de rutas metabdlicas. Estos resultados sugieren que las nanoestructuras
hibridas aqui propuestas pueden ser funcionalizadas integrando otros bloques de
construccion que tengan el sistema de heterodimerizacién FKBP-FRB. Esto podria permitir
el ensamblaje de antigenos en las estructuras o decorarlas con péptidos o enzimas, con
una estequiometria precisa, para este enfoque se podrian utilizar las nanoestructuras
lineales en lugar de las ramificadas ya que el ensamblaje mostré ser menos eficiente debido
a su mayor complejidad estructural. Para mejorar la eficiencia de ensamblaje de las
nanoramificaciones, se podria explorar la modificacién de los parametros fisicoquimicos
para optimizar la dimerizacion de los dominios FKBP-FRB. Alternativamente, se podria

considerar la integracion de otros sistemas de dimerizacion mediante ingenieria genética,
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como el sistema SpyCatcher-SpyTag, o la conjugacion quimica covalente a través de

residuos de Cys-Maleimida.

Conclusiones

Esta investigacion ha mostrado que las ribonucleoproteinas de fusion dCas12a-FKBP y
dCas12a-FRB pueden emplearse como bloques de construccion con interfaces definidas.
Ambas proteinas se purificaron con altos niveles de pureza, y la heterodimerizaciéon es
controlada mediante la adicion de rapamicina. Ademas, se confirmd que la dimerizacion
proteica inducida por rapamicina no afecta la capacidad de estas ribonucleoproteinas para
reconocer y unirse de manera especifica a secuencias de dsDNA, permitiendo un
ensamblaje ortogonal preciso. La rapamicina indujo con éxito la polimerizacion de las
nanoestructuras, predominando aquellas compuestas por dos mondmeros, aunque también
se observaron estructuras mas complejas ensambladas con hasta cuatro mondémeros. Al
comparar las metodologias de ensamblaje, la metodologia “One Pot” resulté ser la mas
eficiente para ensamblar estas nanoestructuras. Este sistema ofrece una plataforma versatil
para la formacién de bionanoestructuras hibridas con posibles aplicaciones en
biotecnologia, ingenieria de materiales o catalisis enzimatica. Ambas nanoestructuras

pueden ajustarse para la fabricacion controlada de otros bionanomateriales.

Perspectivas

¢ Incorporacion de fluoroéforos a los templados de dsDNA en las nanoestructuras
lineales que podrian ser utilizados como “nanorulers” en microscopia de
superresoluciéon STORM. Permitirian realizar una caracterizacion detallada del
ensamblaje y la estructura.

e Explorar metodologias para optimizar el ensamblaje de las nanoramificaciones.

e Estos bloques de construccién podrian ser usados para disefiar nuevas
nanoestructuras, como el moldeado de dsDNA mediante una técnica similar al
DNA Origami. La incorporacién de otras moléculas podria expandir las
aplicaciones de las nanoestructuras, permitiendo la creaciéon de materiales con

propiedades especificas.
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Anexos

Mapas de los plasmidos de expresion de dCas12a-FKBP y
dCas12a-FRB
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Figura 1. Plasmido de expresion de dCas12a-FKBP. Se destacan las caracteristicas principales del plasmido,
incluyendo el gen de resistencia a ampicilina (AmpR), el origen de replicacion (ori), el promotor T7, las etiquetas
SUMO y 6xHis, asi como dCas12a y el dominio de heterodimerizacion FKBP.
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Figura 2. Plasmido de expresion de dCas12a-FRB. Se destacan las caracteristicas principales del plasmido,
incluyendo el gen de resistencia a ampicilina (AmpR), el origen de replicacion (ori), el promotor T7, las etiquetas

SUMO y 6xHis, asi como dCas12a y el dominio de heterodimerizacion FRB.
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Tabla 1. Secuencias de los dsDNAs y crRNAs utilizados para posicionar las
proteinas dCas12a-FKBP y dCas12a-FRB en el DNA. La secuencia completa del crRNA

consiste en la region constante 5’ -UAAUUUCUACUCUUGUAGAU-3’ (20 nt) y la region

variable 5’ -(24 nt)-3’ que se muestra en la tabla. En rojo se resaltan los sitios PAM y en

verde, amarillo y azul los sitios diana, respectivamente.

Secuencia dsDNA 140 bp con sus sitios diana

CAAGGTCTAGGCACAATCCC AGGTGTTGATT
GTAGTTGTGCTGCGAAA CAAGTACGTGT
2 sitios diana CGCCGCTAACTAGGTGGCATCACACCGTAG T
TTACGCCATCGCGTTGATATGGTATCT GCAG
TGCATGTACTCGTTGC
Secuencia dsDNA 210 bp con sus sitios diana
CAAGGTCTAGGCACAATCCC AGGTGTTGATT
GTAGTTGTGCTGCGAAA 'GCTTCAAGCTA
GACGCGGCCTCCGCGAGTGGCGTACGAG TTT
. . CGCAGTACTGTACGACCTAGCATGC
3 sitios diana TAATCA
TGCTGTACAGGTGAGCGACGTCGTGCAATCG
GTCCACGTTTA CGTTGATATGGT
ATCT GCAGTGCATGTACTCGTTGC
Secuencias crRNAs
“A” GCAGCACAACUACAAUCAACACCU
“C” CGCCAUCGCGUUGAUAUGGUAUCU
“E” GCAGUACUGUACGACCUAGCAUGC
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Predicciones estructurales de las proteinas dCas12a-FKBP y
dCas12a-FRB
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Figura 3. Simulacion de la estructura 3D de la proteina dCas12-FKBP obtenida con AlphaFold 3. Se
muestra la estructura de la proteina con la escala de confianza pLDDT codificada por colores (arriba), los valores
altos (azul oscuro) indican regiones con alta confianza y los valores bajos (naranja/amarillo) indican regiones

con menor confianza en la prediccion.
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Figura 4. Simulacion de la estructura 3D de la proteina dCas12-FRB obtenida con AlphaFold 3. Se muestra
la estructura de la proteina con la escala de confianza pLDDT codificada por colores (arriba), los valores altos
(azul oscuro) indican regiones con alta confianza y los valores bajos (naranja/amarillo) indican regiones con

menor confianza en la prediccion.
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