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RESUMEN

1. RESUMEN

La tecnologia de ADN Origami es una técnica que se basa en la union de los acidos
nucleicos para la fabricacion de nanoestructuras programadas con ADN monocatenario
(ssDNA) de forma bidimensional (2D) y tridimensional (3D) (Dey et al., 2021). Estas
nanoestructuras se han utilizado en el campo de la investigacion como en la caracterizacion
y analisis de funciones de proteinas, biosensores de acidos nucleicos y proteinas, entre
otras cosas. Sin embargo, desde hace unos afios, se ha propuesto utilizar ADN bicatenario
y proteinas diméricas en esta técnica para darle una mayor estabilidad a las
nanoestructuras y aumentar su campo de aplicacion. Un ejemplo importante de esta
estrategia es la que us6 Praetorius & Dietz, 2017 con las proteinas TALEN, las cuales tienen
un uso potencial en la edicidn genética. La raz6n por la cual se utilizaron estas proteinas es
porque tienen una caracteristica deseada para crear nanoestructuras, ya que se pueden
unir facilmente a las secuencias de ADN bicatenario, lo que permitiria una facil distribucion
de las proteinas diméricas en las nanoestructuras. No obstante, recientemente las proteinas
CRISPR — Cas9 y CRISPR — Cas12a se han descubierto como potenciales editoras
genéticas con una mayor sensibilidad y facilidad de manipulacion, lo que a su vez abre la
posibilidad de su aplicacion en el ambito de la biotecnologia. Entre los experimentos
recientes destacados en esta area se encuentra el proyecto de Calcines Cruz et al., 2021
en el cual se dimeriz6 la proteina dCasl12a a un polipéptido tribloque (C—S10—B) para la
realizacion de una VLP (particulas similares a virus) orientada a autoensamblarse
programablemente a ADN especifico. Sin embargo, el desarrollo como tal de
nanoestructuras de dsADN con proteinas dCas9 y dCasl12a sigue sin ser explorado hasta
el momento.

Es por esto que en este proyecto se propone el uso de las proteinas inactivadas
CRISPR-dCas9 y CRISPR-dCas12a (ya que solo se unen, pero no cortan el ADN) para la
formacion de nanoestructuras con ADN bicatenario mas estables. Sin embargo, debido al
gran tamafo de la secuencia de las dos proteinas (~10,000 pares de bases -pb- cada una),
no se podria disefiar la dimerizacion en un solo pladsmido ya que complicaria demasiado la
transformacién y por ende la sintesis de las proteinas. Esto es debido a que la eficiencia de
transformacioén de las cepas disminuye de acuerdo con el aumento de tamafio de los
plasmidos. Siendo menos eficiente un plasmido de 20,000 pb a un plasmido de 10,000 pb.
Por lo que se propone producir por separado las proteinas con el uso del sistema de

dimerizaciéon FKBP — FRB, quimicamente inducido por rapamicina, el cual ha sido utilizado
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ampliamente y ha sido estudiado a profundidad. Ademas, los dominios de dimerizacion
FKBP y FRB son pequefios (~12 kDa), haciendo que no varie tanto el tamafio del plasmido
final, manteniendo de esta forma la eficiencia de transformacién y la sintesis de las
proteinas.

El objetivo de esta tesis es la de clonar y producir las proteinas para posteriormente,
en otro trabajo, estudiar su dimerizacion con DNA. El lograr estas nuevas nanoestructuras
de ADN bicatenario con las proteinas CRISPR-Cas9 y CRISPR-Casl12a podria generar
nuevas herramientas de investigacion y allanar el camino para aplicaciones Unicas de
interés en salud y biotecnologia. Debido a que estas proteinas se pueden unir a diferentes
secuencias de ADN, se podrian crear estructuras altamente personalizadas y bucles en el
ADN gendmico para estudiar la relacion entre la arquitectura del genoma y expresion
génica, o para posicionar proteinas involucradas en otros procesos intracelulares en formas
definidas por el usuario. También se podrian realizar nanoestructuras tridimensionales que
podrian contener y liberar medicamentos, se podrian realizar nanobiosensores o
caracterizacion de proteinas.

Para esto se requiere primero del disefio, la sintesis, purificacion y caracterizacion
de todas las proteinas recombinantes dCas9 — FKBP, dCas9 — FRB, dCas12a — FKBP y
dCas12a — FRB, en lo cual se enfocara resolver en este proyecto. Por lo que en este
proyecto se clonaron los genes de las proteinas CRISPR — Cas fusionados a los dominios
de dimerizacion (FKPB y FRB) mediante técnicas estandar de biologia molecular para su
produccion recombinante en E. coli. Se purificaron por cromatografia de afinidad, dialisis,
cromatografia de intercambio i6nico, cromatografia de exclusion de tamafio y
ultracentrifugacién. Posteriormente se verificé su estructura mediante dicroismo circular. Al
final, se comprobo la dimerizacion de las proteinas en presencia de rapamicina mediante

dispersion de luz dindmica (DLS, por sus siglas en inglés).



INTRODUCCION

2. INTRODUCCION

Este proyecto se ubica dentro del campo multidisciplinario de la bionanotecnologia,
cuyo objeto de estudio es la aplicacion tecnologica de bioestructuras con tamafio
nanométrico (entre 1 y 100 nandmetros) (Ehud G., 2007). Una de sus ramas mas
importantes es la nanotecnologia de ADN, que se ocupa del disefio, estudio y aplicacion de
estructuras sintéticas basadas en el ADN. Esta técnica aprovecha las propiedades fisicas
y quimicas del ADN en lugar de la informacién genética que contiene (Seeman, 1982). Una
de las ventajas principales de esta tecnologia es que se puede programar con facilidad la
union de las bases nitrogenadas del DNA.

Dos de sus hitos importantes ocurrieron en la década de 1980 cuando Seeman inicié
la construccion de pequefias estructuras de ADN monocatenario en 2D (Figura 1A) y a
principios de los 2000 cuando Rothemund desarrollé la técnica de origami de ADN, la cual
consta en plegar un templado de ADN con multiples pequefios oligos de acuerdo con sus
bases nitrogenadas para obtener una forma deseada hasta en 3D (Figura 1B). Desde
entonces esta rama se ha mantenido en un continuo crecimiento y diversificacién con el fin
de buscar nuevas estrategias para construir novedosas estructuras mas complejas y
estables. Algunos ejemplos de las nanoestructuras se encuentran en las Figuras 1C - F.

Estas nanoestructuras han sido utilizadas en la caracterizacion y analisis de funciones
de proteinas, posicionamiento dirigido de particulas y materiales, transportadores,
biosensores, biomarcadores de enfermedades infecciosas, suministradores de farmacos y
materiales, entre otras cosas (Becker & Boch, 2021). Sin embargo, se han visto algunas
desventajas en su aplicacion: se degradan facilmente y se necesitan ensamblar a
temperaturas no fisioldgicas ya que se calientan a 90 °C, ademas el ADN monocatenario
tipicamente no esta disponible en células vivas por lo que su ensamble in vivo es
complicado y su alcance aun es limitado (Praetorius, F., & Dietz, H., 2017).

Para resolver estos problemas desde hace algunos afios se ha propuesto la
incorporacién de otros tipos de bloques de construccion a las nanoestructuras. Una de las
propuestas mas importantes son las proteinas, ya que contienen propiedades
fisicoquimicas y estructurales que podrian aumentar la estabilidad, ampliar el potencial de
aplicacion de la nanotecnologia de ADN y generar nuevas vias de investigacion (Niemeyer,
C. M., 2005). Aunque tal combinacion presenta nuevos desafios, como equilibrar el
autoensamblaje de dos macromoléculas diferentes, aprovechar ventajosamente su

combinacién sinérgica generaria beneficios estratégicos para la fabricacion de



INTRODUCCION

nanoestructuras. Como resultado de esta combinacién, las proteinas pueden alinear
espacialmente el ADN en geometrias especificas y preservar la topologia del ADN mediante
el recubrimiento y la rigidez. Ademas, pueden establecer interacciones fuertes y especificas
con el ssDNA'y, en particular, con los duplex de ADN (dsDNA). Esto abre la oportunidad de
incorporar dsDNA en la nanotecnologia de ADN actual, que a su vez solo se basa en ssDNA
(Hernandez-Garcia, 2021).

vl L o

A oA
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Figura 1. A) El concepto central de la nanotecnologia de ADN estructural: combinar ADN
ramificado con extremos cohesivos para crear nanoestructuras (Seeman, 1982); B)
Esquema de la formacion de origami de ADN basado en Rothenmud, 2006. (Hell et. al.,
2015) Un templado largo de ADN monocatenario es plegado en la conformacién deseada
por pequefas secuencias de ADN llamadas grapa. Ejemplos de nanoestructuras mas
complejas: C) Diagrama de cruce de la estrella (arriba) y AFM de alta resolucién (abajo,
tomado por E. Winfree) (Rothemund, 2006); D) Una molécula de ADN con la conectividad
de un cubo (Chen & Seeman, 1991) (Seeman, 2003); E) Nanotubos de ADN origami
(Berengut et al., 2019); F) Nanorobot de ADN origami disefiado para abrirse en respuesta
a proteinas especificas (Douglas et al., 2012)
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3. ANTECEDENTES
3.1 Nanoestructuras de ADN con proteinas

La construccién de nanoestructuras de ADN con proteinas ha mostrado como ventaja
contra las nanoestructuras de ssDNA, no requerir concentraciones elevadas (y
suprafisioldgicas) de cationes divalentes y poder formar estructuras altamente especificas
sin hibridacion a alta temperatura. Debido a estas ventajas, desde el comienzo de la década
del 2010 se ha comenzado a experimentar con proteinas cada vez mas complejas para
realizar este tipo de nanoestructuras. El objetivo de experimentar con diferentes tipos de
proteinas es poder ampliar las herramientas biotecnoldgicas para generar tamafos
programables y simetrias novedosas con una interfaz definida rigida para una mayor
estabilidad y aumentar los campos de aplicacion de las nanoestructuras (Stephanopoulos,
2020). Las aplicaciones mas esperadas para estas nanoestructuras se encuentran en los
campos de la nanomedicina, la biologia sintética, la biologia estructural y la biofisica, los
nanomateriales bioinspirados y la nanorobética. Como ejemplos se encuentran el desarrollo
de sistemas de administracién de farmacos, el estudio de los mecanismos de ensamblaje
de los virus, los nanocables para nanoelectrénicay como un ejemplo de aplicacién potencial
mas avanzada se encuentra la fabricacion de nanorobots (Hernandez-Garcia, 2021). En
2017, Praetorius F. y Dietz H. propusieron el uso de ADN bicatenario y proteinas efectoras
TAL dimerizadas para fortalecer las nanoestructuras. Lo cual es un gran cambio de
paradigma, tomando en cuenta que anteriormente sélo se ocupaba ADN monocatenario sin
proteinas. El por qué se propuso utilizar dos proteinas dimerizadas se explica en cémo
funciona este novedoso plegamiento. En primer lugar, se realiza la unién de las proteinas
en dos sitios diferentes del templado de ADN y como estas dos proteinas estan unidas entre
si en consecuencia contraen el ADN dandose asi su plegamiento. Es decir, sin la
dimerizacién de las proteinas no se plegaria el ADN bicatenario, puesto que utilizan la
fuerza de la dimerizacién para mantenerse plegadas (Praetorius, F., & Dietz, H., 2017).

Las efectoras TAL(en espafiol efectoras de tipo activador de la transcripcion) son
proteinas que son secretadas por patdégenos bacterianos en las células vegetales, las
cuales reconocen promotores especificos en el ADN e inducen la activacion de ciertos
genes de la planta, facilitando asi la infeccion bacteriana (Mak et al., 2013). Sin embargo,
hace unos afios se descubrié que contienen dominios de unién al ADN que se pueden
disefiar para reconocer nucleotidos especificos y cuando se fusionan con un dominio

nucleasa (FoKIl) pueden inducir rupturas bicatenarias. Por lo que esta fusion se ha utilizado
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en la edicidon genética con el nombre de TALEN (en espafiol se llaman nucleasa de actividad
similar a activador de transcripcion) pero se han enfrentado con grandes obstéculos al
momento de la aplicacion, debido a la laboriosa tarea de producir multiples proteinas que
detecten secuencias diferentes de ADN. El mismo obstaculo sucedio en este articulo de
Praetorius, F., & Dietz, H.,2017, ya que como se observa en la Figura 2, se tuvieron que
producir 12 diferentes proteinas TAL dimerizadas para que reconocieran una secuencia de
ADN diferente cada una, por lo que se menciona como desventaja de que se requiere
producir multiples dimeros de proteinas para poder reconocer y unir varios sitios de union

del ADN, lo cual lleva tiempo y es costoso.
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Figura 2. Autoensamblaje de nanoestructuras hibridas de ADN con proteinas diméricas
TAL expresadas genéticamente (Praetorius, F., & Dietz, H., 2017).

Para resolver estos problemas, recientemente se descubrieron las proteinas
CRISPR — Cas9 y CRISPR — Cas12a como potenciales editoras genéticas y mostraron
tener una mayor sensibilidad y facilidad de manipulacion. Desde entonces estas proteinas
se han utilizado en diversos proyectos para mejorar las aplicaciones que ya tenian las
herramientas de edicion genética, ademas de explorar otros campos que no se habian
tratado hasta ese entonces, como por ejemplo el de la bionanotecnologia y la creacion de
bionanomateriales. En especifico, en este caso, nos enfocaremos en el desarrollo de una

nueva herramienta para la tecnologia de ADN origami.
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3.2 Sistema CRISPR — Cas9y CRISPR - Cas12a

Los sistemas CRISPR-Cas (llamados asi por las siglas en inglés Clustered Regularly
Interspaced Short Palindromic Repeats) son sistemas inmunes adaptativos (adquiridos) de
las células procariotas que almacenan en su memoria encuentros con ADN extrafio con el
fin de reconocer e inactivar secuencias afines (Koonin & Makarova, 2019) .Entre estos
sistemas se encuentran CRISPR-Cas9 y CRISPR-Casl2a, que se ha reconocido
recientemente su utilidad como herramientas de ediciébn genética con gran eficiencia,
precision y facilidad de programacion. La aplicacién de estos sistemas ya ha revolucionado
varias areas de investigacién que van desde la biomedicina a la biotecnologia o la biologia
sintética. Como por ejemplo se ha utilizado Cas9 para la correccibn de mutaciones que
causan enfermedades genéticas tales como la distrofia muscular de Duchenne (Long et al.,
2018). Casl2a se utilizd para el desarrollo de una plataforma de diagnéstico viral DETECTR
(Broughton et al, 2020). También se han obtenido imagenes del genoma combinando dCas
con sondas fluorescentes para obtener imagenes genémicas (Chen et al., 2013).

En este proyecto se propone utilizar los sistemas CRISPR-dCas9 y CRISPR-
dCasl2a, los cuales son las versiones cataliticamente inactivas que sélo se unen al ADN
pero no lo cortan. Estos sistemas provienen de Streptococcus pyogenes (Sp) y de
Acidaminococcus sp. (As), con un tamafio de ~158 kDa y ~152 kDa respectivamente.
Ambos estan formados por una proteina dCas (llamada asi por sus siglas en inglés dead
CRISPR-associated protein) y un ARN guia que contiene una secuencia CRISPR, la cual
se utiliza para reconocer y unirse a secuencias especificas de ADN (Amitai & Sorek, 2016).

En la Figura 3 A) y B) se observa que las proteinas dCas comparten una forma
general similar de una estructura bilobulada, formada por el I6bulo de reconocimiento REC
y el I6bulo de actividad nucleasa NUC (el cual esta inactivado). Cada lébulo contiene
diferentes dominios que les permiten realizar su actividad correspondiente. Sin embargo, el
I6bulo NUC es diferente para dCas9 y dCasl12a. En el inciso A) se observa que para dCas9
el I16bulo NUC esta formado por dos dominios nucleasas, los cuales tienen las mutaciones
que generan la inactivacion catalitica: H840A, que se encuentra en el dominio HNH y D10A
para el dominio RuvC. (Nishimasu et al., 2014). En el B) se ve que para dCas12a el I6bulo
NUC se encuentra estructurado por s6lo un dominio nucleasa RuvC (dividido en partes
discontinuas RuvC I-1ll), el cual contiene la mutacibn D908A que es responsable de la
inactivacion catalitica. Cabe destacar que ambas proteinas contienen la region Pl (PAM

Interacting) que interactta con la secuencia PAM (Stella et al., 2017). La secuencia de ADN
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denominada PAM (motivo adyacente del protoespaciador) sirve como sefial de union para
las proteinas dCas y se encuentra dentro del ADN no objetivo (Knight et al., 2015) SpCas9
reconoce la secuencia PAM 5'-NGG-3" y con mucho menos especificidad la 5"-NAG-3" ("N"
es cualquier nucleobase) (Nakade et al., 2017). Y AsCpfl reconoce la PAM 5-TTTN-3'
(Fonfara et al., 2016).

El ARN guia de la dCas9 se compone de un CRISPR-ARN (crARN) y un crARN
trans activado (tracrARN). Sin embargo, en este proyecto se utilizé un single guide RNA
(sgARN) que esta compuesto de crARN, un conector y tracrARN; y tiene una longitud de
~100 nt (Nishimasu et al., 2014). El uso de sgARN es para simplificar los protocolos y hacer
mas eficiente el sistema. En el caso de dCasl12a se utiliz6 un ARN guia que solo consiste
en el crARN y tiene una longitud de ~44 nt (Fonfara et al., 2016).

En la Figura 3, inciso C) se observa que el proceso de union de los sistemas
CRISPR-dCas9 y CRISPR-dCasl12a al ADN bicatenario se divide en dos fases. En la
primera fase, las proteinas dCas reconocen al ARN guia y cambian su conformacion para
el reconocimiento de la secuencia PAM (Sternberg et al., 2014; Swarts et al., 2017). En la
segunda fase las proteinas escanean el ADN objetivo potencial desde el extremo 3" al 5°
buscando la secuencia PAM apropiada y cuando la encuentran comienzan la hibridacion
ARN:ADN. (Wang et al., 2016). Si el hibrido ARN:ADN tiene errores de complementariedad
en los nucleétidos cercanos a la PAM (5-10 nucleétidos), la proteina dCas se separa del
templado. En caso de las Cas9 y Casl12a cataliticamente activas, la tercera fase es el corte
del ADN y ocurre de diferente manera, para Cas9 se producen extremos romos y en Casl2a
extremos cohesivos (Zetsche, et. al., 2015; Swarts et. al., 2017).

Con todo lo anteriormente mencionado, se puede observar que existen diferencias
relevantes entre las dos proteinas, las cuales se mencionan a modo de resumen en la Tabla
1. Una de las diferencias mas importantes, y por la cual se escogi6 utilizar las dos proteinas
en este proyecto en vez de una sola, es que cada proteina reconoce una secuencia PAM
diferente, lo que, en teoria, si se uniera con un mismo templado de ADN, las probabilidades
de su correcta unién aumentarian debido a que no habria competicion de unién al mismo
PAM. Al contrario, si se utilizara una sola proteina, por ejemplo dCas9, entonces las
proteinas competirian por unirse a la misma PAM de dos secuencias diferentes, lo cual
disminuiria la especificidad de union.

Sin embargo, dado que la eficiencia de produccion disminuye con el aumento del

tamafio del plasmido y los de dCas9 y dCas12a son muy grandes (~10,000 pb c/u), la idea
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de dimerizar las dos proteinas en un mismo plasmido fue descartada. En vez de eso, en
este proyecto se decidié disefiar las dos proteinas por separado con un dominio de pequefio
tamafio (~30 pb c/u) para no generar gran diferencia en el tamafio del plasmido en el
momento de la transformacion en E. coli. Estos pequefios dominios se podrian dimerizar
por induccién quimica, para al final poder obtener las proteinas diméricas. Es asi como se
lleg6 al sistema de dimerizacion FKBP-Rapamicina-FRB.

A) B)

REC REC

sgRNA
(~100 nt)

NUC NUC ‘
C-terminal ' C-terminal
d Nuc N-terminal
12.24 nm (158.3 kDa) il 11.64 nm (151.2 kDa)
sgARN ADN ob]cﬁvo
C) :\(‘ U//'_ Y

-U‘
dCas9: sgARN dCas9: sgARN : ADN
ADN obi
/m Ve _/fn
O
s12a: crARN dCas12a: crARN : ADN

Figura 3. Estructuras de los complejos: A) SpCas9/ARN guia unido al ADN objetivo (PDB:
5F9R) y B) AsCasl12a/crARN unido al ADN objetivo. (PDB: 5KK5). C) Mecanismo de union
de los complejos dCas9/sgARN y dCasl12a/crARN con el ADN objetivo.
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Tabla 1. Principales diferencias entre los sistemas CRISPR-Cas9 y Cas12a.

CRISPR- Cas9 CRISPR- Casl2a

Tamano de proteina ~1000 — 1600 aminoacidos ~ 1300 aminoécidos

ARN guia conector crARN ~41nt

" tracrARN ~75nt crARN ~44 nt
T
sgARN ~ 100 nt

Secuencia PAM 5 -(SS) — NGG- 3’ 5 —TTTN —(SS)- 3"
Rico en G, RicoenT,
N es cualquier nucleétido | N es cualquier nucleétido

Secuencia semilla (SS) ~ 10 nt ~5nt
Sitios nucleasa Dos sitios nucleasa: Un sitio nucleasa: dominio
Dominios HNH y RuvC RuvC
Tipo de corte Extremos romos: Extremos Cohesivos
(Cuando esta activa) PAM PAM

3.3 Sistema de heterodimerizacion FKBP — Rapamicina — FRB

El sistema FKBP — Rapamicina — FRB, es un sistema de dimerizacién que se induce
quimicamente (CID, por sus siglas en inglés Chemically Induced Dimerization), el cual esta
conformado por un dimerizador quimico, en este caso es la rapamicina que induce la
dimerizacion de dos dominios: el dominio de unién a FK506 (FKBP) y el dominio de unién
a rapamicina (FRB) FKBP12. Este sistema es altamente conocido en la investigacion
biotecnolégica en una variedad de aplicaciones, como para dimerizar proteinas
recombinantes, controlar la localizacién de proteinas, manipular las vias de sefializacion e
inducir la activacion de proteinas (Inobe & Nukina, 2016),

El sistema esta unido por tres componentes: El primer componente FKBP12 (FK506
binding protein 12) es un dominio que actlia como un correceptor para el compuesto FK506
y Rapamicina. Tiene un peso molecular de 12 kDa, y su estructura secundaria esta
conformada por laminas beta principalmente. El segundo componente es el dominio de
unién FRB (FKBP-Rapamycin-Binding domain, dominio de uniéon a FKBP-Rapamicina) y

tiene un tamafo de 11.7 kDa. Su estructura secundaria esta conformada por hélices alfa
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principalmente. Su denominacion refleja el hecho de que la rapamicina debe unirse primero
a FKBP12 y después a FRB (Choi et al., 1996). Y la rapamicina es el tercer componente, el
cual es un compuesto que exhibe propiedades antifingicas, antitumorales, e
inmunosupresoras y es aislado de la bacteria Streptomyces hygroscopicus (Tong & Jiang,
2015). Este compuesto es una molécula hidrofébica por lo que es insoluble en agua, su
férmula quimica es Cs1HzgNO13y tiene un peso molecular de 914,2 g/mol.

En la Figura 4 se observa la estructura cristalina del complejo ternario de FRB-
rapamicina-FKBP12 y un acercamiento a la estructura quimica de la rapamicina. En cuanto
a sus interacciones, FKBP12 y FRB se unen con la rapamicina del lado de su C terminal.
Ambos dominios tienen amplias interacciones hidrofébicas con la Rapamicina, ademas
FKBP12 genera varios puentes de hidrogeno clave con la Rapamicina. Experimentalmente
se ha demostrado que el complejo es estable solo en presencia de rapamicina, ya que los
dominios interacttan fuertemente con este complejo y tienen pocas interacciones entre si.
Las interacciones que se han logrado observar entre dominios son un puente de hidrégeno

y un puente salino, sin embargo son muy limitadas y poco estables (Chaurasia et al., 2013).

N-terminal

FRB
2.67 nm (~11.7 kDa) 2.42 nm (~11.9 kDa)
Figura 4. Estructura del complejo ternario FRB— Rapamicina— FKBP. (PDB: 1FAP. Método:

Difraccion por Rayos-X; Resolucion: 2.7 A) y estructura quimica de rapamicina con sus
interacciones con FKBP y FRB (Lee, S. and Lee, H., 2016).

C-terminal

En la Figura 5 se muestra el mecanismo de union, el cual se puede dividir en dos
caminos: el primero es la unibn de Rapamicina a FRB, o, por el contrario, primero a

FKBP12, para después unirse a la otra proteina. Comparando las constantes de
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disociacion, el camino mas propenso es la union con FKBP inicialmente, y luego a FRB

Rapamcnb

Kd =26 £08uM Kd=02nM

4

Kd =1240.8nM

(Banaszynski et. al., 2005).

Kd =10 fM

Figura 5. Mecanismo cinético de unién del complejo ternario FRB — Rapamicina — FKBP.

En la figura 6, se muestra un ejemplo destacable del uso de este sistema. Esta
investigacion es parte de nuestro grupo de investigacion y se obtuvo una proteina
dCasl12a(FKBP) que dimeriza quimicamente con un polipéptido tribloque C-Sio (FRB) lo
que desencadena el empaqguetamiento de secuencias de ADN diana. Lo novedoso de este
empaquetamiento es que se puede redirigir facilmente hacia diferentes secuencias de ADN
mediante un disefio simple del crRNA sin necesidad de la manipulacion de los dominios de
proteinas. La aplicacion de este empaquetamiento de ADN guiado por CRISPR-dCas12a
ademas de encapsular y proteger el material genético de la degradacion, podria ser ayudar
a desarrollar bionanomateriales programables con aplicaciones en biotecnologia, asi como
andamios viromiméticos para mejorar nuestra comprension del autoensamblaje viral
(Calcines-Cruz et al., 2021)
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A)[ 7(1988] 2a4%<BP B) dCas12a .., Rapam‘cin dCas12.a-S10
1 1307 1424 aa D \ ' o)
C S, FRB C-S, @
( =) o
1 405 489 600 aa C-S,-B A

I SRR OV
Figura 6. A) Representacion esquemética de dCasl2a(FKBP) y C-S10(FRB) y su
dimerizacion mediante rapamicina para formar el complejo dCasl2a-S10. B)
Representacién esquematica que demuestra que decorar el ADN con dCasl2a- S10
acelera el empaquetamiento del ADN en relacion con la decoracion con dCasl2a (FKBP)
solo.
En base a lo anterior se puede observar que la fusion de dCasl12a con FKBP y su

unién al ADN es posible y que tiene muchas oportunidades de ser aplicada en otros campos
de la investigacion. Por lo que en este proyecto, se desea trabajar en conjunto con nuestro
grupo de investigacion para rescatar esta herramienta y extenderla a la fabricacion de
nanoestructuras de ADN bicatenario con dCas9 y dCasl12a fusionadas a FKBP y FRB, ya
que esta idea sigue sin ser explorada hasta el momento. En la figura 7 se observa una
representacion esquematica de todos los pasos a realizar para poder llegar a la
nanoestructura deseada. En el inciso A) se contempla el disefio, produccion, purificacion y
ensayos de caracterizacion de las proteinas recombinantes dCas9— FKBP, dCas9- FRB,
dCasl2a— FKBP, dCasl2a— FRB. Asi como también se contempla la sintesis del templado
de ADN vy del disefio de los ARN guias. En el inciso B) se encuentran los ensayos de
dimerizacion y de union al ADN para los cuatro sistemas los que se podrian realizar con las
proteinas de fusiéon. Y en el inciso C) se encuentran los ensayos de creacion de
nanoestructuras ya con el complejo formado.

Cabe destacar que el inciso A) y parte del inciso B) son los que se enfocara realizar
en este proyecto para que en un futuro trabajo se realicen los siguientes pasos para llegar
al inciso C) que es la creacion de estas nanoestructuras. El lograr estas nuevas
nanoestructuras de ADN bicatenario con las proteinas CRISPR-Cas9 y CRISPR-Cas12a
podria generar nuevas herramientas de investigacion y allanar el camino para aplicaciones
Unicas de interés en salud y biotecnologia. Debido a que estas proteinas se pueden unir a
diferentes secuencias de ADN, se podrian crear estructuras altamente personalizadas y
bucles en el ADN genémico para estudiar la relacion entre la arquitectura del genoma y
expresion génica. También se podrian realizar nanoestructuras tridimensionales que

podrian contener y liberar medicamentos, nanobiosensores o caracterizacion de proteinas.
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A) SgARN

A )
Rapamlcma

r

dCas9- FRB)~

dcas12a- FKBPW- A=
. g

dCasB FKBP ™
S v

dCas12a-FRB Te;nplado de ADN
3 t
w y J

Figura 7. Representaciones esquematicas de las proteinas de fusion asi como su fusion
con rapamicinay la union al ADN. A) Representacion de las proteinas dCas9- FKBP, dCas9
— FRB, dCasl12a — FKBP, dCasl12a — FRB. B) Representacion del complejo de proteinas
CRISPRS-dCas unido al templado de ADN C) Ejemplo de nanoestructura de dsADN con
las proteinas CRISPR-dCas9 y CRISPR-dCas12a.
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4. JUSTIFICACION

Las nanoestructuras de ADN origami se han aplicado en varios campos de
investigacion, como en la caracterizacion y analisis de funciones de proteinas, biosensores
de acidos nucleicos y proteinas, entre otras cosas. Pero han tenido limitaciones debido a
que se degradan facilmente y se ensamblan a temperaturas no fisiologicas. Por lo que en
este proyecto, siendo una extension del trabajo de Calcines-Cruz, et al., 2021, se propone
atender este problema mediante la realizacion de nanoestructuras con ADN bicatenario y
las proteinas CRISPR-dCas9 y CRISPR-dCas12a dimerizadas quimicamente con FKBP —
rapamicina — FRB en sus diferentes combinaciones: dCas9- FKBP, dCas9- FRB,
dCasl2a— FKBP, dCasl2a — FRB. Esta propuesta tiene como ventaja de que el ADN
bicatenario es mas estable, las proteinas producidas se podrian unir a cualquier ADN
objetivo cambiando solo el ARN que las guia, ademas de que la dimerizacion seria muy
especifica y su disefio facilitaria la amplia produccion de las proteinas recombinantes. Todo
esto se traduciria en estructuras mas estables que no requeririan hibridacion a altas
temperaturas, se facilitaria la formacion de las nanoestructuras y se reduciria el tiempo y
costo en la realizacion de estas. El lograr estas nuevas nanoestructuras de ADN bicatenario
con las proteinas CRISPR-Cas9 y CRISPR-Cas12a podria generar nuevas herramientas
de investigacion y allanar el camino para aplicaciones Unicas de interés en salud y
biotecnologia. Para avanzar en esto es necesario lograr la clonacion y la produccion de las

proteinas correspondientes.

5. HIPOTESIS

Si las proteinas dCas9 y dCasl2a, que tienen la capacidad de unirse al ADN de
forma especifica se fusionan con el sistema FKBP-Rapamicina-FRB tendran la capacidad
de dimerizarse entre ellas ademas de mantener su conformacion estructural lo que se

traduciria en mantener su caracteristica de uniéon al ADN agregando ARN guia que las dirija.

6. OBJETIVOS
6.1 Objetivo general
Disefiar, clonar y producir las proteinas CRISPR — dCas9 y dCas12a fusionadas a
dominios de dimerizacién (FKBP y FRB).
6.2 Objetivos particulares
1. Disefiar y clonar las secuencias dCas9-FKBP, dCas9-FRB, dCasl2a-FKBP vy

dCasl2a-FRB en plasmidos de expresion recombinante.
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Expresar las proteinas a partir de los plasmidos clonados.
Purificar las proteinas.
Caracterizar bioguimicamente las proteinas fusionadas mediante dicroismo circular,

asi como sus eventos de dimerizacion

7. MATERIALES Y METODOS
7.1 Vectores

Los plasmidos utilizados en este proyecto fueron proporcionados por el Dr. llya
Finkelstein de la Universidad de Austin, Texas y Tom Well (Universidad de Stanford). Para
la expresion de S. pyogenes dCas9 se utilizé el vector pMJ806 de Jennifer Doudna
(Addgene plasmid # 39312; RRID:Addgene 39312). El cual tiene las dos mutaciones
necesarias en los dominios nucleasa para inactivar la proteina (H840A, en HNH y D10A en
RuvC), una etiqueta de histidinas 6xHis, Maltose Binding Protein (MBP) y un sitio de
reconocimiento para la proteasa TEV. Ademas, contiene resistencia para el antibiético
kanamicina (Mapa del vector en Figura 39, Anexo 1). Para dCasl2a se utiliz6 el vector
His6-Twin Strep-SUMO-AsCpfl-3xFLAG de Jennifer Doudna (Addgene plasmid # 113430;
RRID:Addgene_113430). Con la mutacion en el dominio nucleasa para inactivar la proteina
(D908A en RuvC), una etiqueta de histidinas 6xHis / Twin Strep Tag y un sitio de
reconocimiento para la proteasa SUMO. Ademas, contiene resistencia a la ampicilina
(Mapadel vector en Figura 40, Anexo 1). Aparte se utiliz6 el vector TW16-pGEX-2T-FKBP
para la expresion de FKBP12 (FKBP12 gene & protein; Uniprot #Q3V793) y el vector TW16
PGEX-2T FRB para la expresion del dominio FRB (Jie Chen. Addgene plasmid # 68726;
RRID: Addgene_68726). Ambos vectores son derivados del plasmido pGEX-2T y poseen

resistencia a Ampicilina (Mapas del vector se encuentran en Figuras 41y 42, Anexo 1).

7.2 Cepas bacterianas

En primer lugar, se ocuparon las cepas competentes de E. coli DH5a y DH10(3 para
clonar los plasmidos de los dominios FKBP/FRB y las proteinas CRISPR-dCas9/ CRISPR-
dCasl2a respectivamente. Después de su fusion, se utilizé la cepa de E. coli BL21 (DES3)
para la expresion de las proteinas recombinantes dCas9- FKBP, dCas9- FRB, dCasl12a—
FKBP y dCasl2a— FRB mediante su induccion con isopropil-B-D-1-tiogalactopiranésido
(IPTG).
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7.3 Reactivos

Se utilizaron los siguientes reactivos: triptona (Oxoid), cloruro de sodio (NacCl, Bio
Basic Canada Inc.), extracto de levadura (Sigma), bacto.agar (Sigma), glicerol (Sigma),
cloruro de potasio (KCL, Sigma), Tris-HCI (Sigma), IPTG (Sigma), acido
etilendiaminotetraacético (EDTA, Sigma), fosfato de potasio monobésico (KH2PO4, Sigma),
fosfato de potasio dibasico (K:HPO., Sigma), ampicilina (Gold Biotechnology), kanamicina
(Gold Biotechnology), cloruro de Magnesio (MgCI2, Sigma), imidazol (Sigma), &cido 4- (2-
hidroxietil) -1-piperazina-metanosulfonico (HEPES, Sigma) y fluoruro de fenilmetilsulfonilo
(PMSF, Sigma).

7.4 Medios de cultivo

Los medios de cultivo utilizados son Luria Bertani (LB), LB-agar y TERRIFIC
BROTH. La concentracién stock de los antibidticos utilizados es de 50 mg/ml para
Ampicilina y 100 mg/ml para Kanamicina. La preparacion se ha hecho de acuerdo con los

protocolos escritos en la pagina de “Cold Spring Harbor Protocols” 2022.

7.5 Buffers para la purificacién de dCas9 — FKBP y dCas9 - FRB.

1. Amortiguador de Lisis: Tris-HCI 20mM, pH=8; NaCl 500mM; Imidazol 10mM;
PMSF 1mM.

2. Amortiguador de Lavado: Tris-HCI 20mM, pH=8; NaCl 500mM: Imidazol 25mM.
3. Amortiguador de Elucién: Tris-HCI 50mM, pH=8; NaCl 500mM; imidazol 250mM.
4. Amortiguador de Dialisis: HEPES-KOH 20mM, pH=7.5; KCI 150mM: EDTA 1mM,;

MgCI2 5mM; 10% glicerol; DTT 1mM.

Amortiguador IEX A: HEPES-KOH 20mM, pH=7.5; KCI 100mM.

Amortiguador IEX B: HEPES-KOH 20mM, pH=7.5: KCI 1M.

Proteasa TEV: 1.2 mg/mi

Amortiguador SEC: HEPES-KOH 20mM, pH=7.5; KCI 500mM; 10% glicerol.

© N o v

7.6 Buffers parala purificaciéon de dCasl12a — FKBP y dCas12a — FRB.
1. Amortiguador de Lisis: Tris-HCI 20mM, pH=8; NaCl 1M; Imidazol 10Mm
2. Amortiguador de Lavado: Tris-HCI 20mM, pH=8; NaCl 1M; Imidazol 25mM.
3. Amortiguador de Elucién: Tris-HCI 50mM, pH=8; NaCl 1M; Imidazol 250Mm:
EDTA 1mM
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4. Amortiguador de Didlisis: HEPES-KOH 20mM, pH=7.2; KCI 150mM; MgCI2 5mM;
10% glicerol; DTT 2mM.

Amortiguador IEX A: HEPES-KOH 20mM, pH=7.2; KCI 100mM.

Amortiguador IEX B: HEPES-KOH 20mM, pH=7.2; KCI 2M.

Proteasa SUMO: 1mg/ml

Amortiguador SEC: HEPES-KOH 20mM, pH=7.5; KCI 500mM; 10% glicerol.

© N o o

7.7 RESUMEN DE LA METODOLOGIA

En la Figura 8 se muestra como el proyecto se dividié en las siguientes etapas:
Primero se realiz6 el disefio de dCas9 y dCasl2a fusionadas a FKBP y FRB. Luego se
clonaron los plasmidos y se comprobd la secuencia. Después se transformaron las cepas
de E. coli y se indujeron con IPTG para la expresion de las proteinas, posteriormente se
realizé la purificacién y caracterizacion de cada una de ellas por dicroismo circular y ensayo
de unién a la Rapamicina por DLS. Posteriormente se realiz6 la obtencion del ADN objetivo

y del ARN guia para realizar el Ensayo de Unién al ADN (EMSA).

O O_o

dCas9 FKBP 4 o FKBP dCaso— '

50 DD @

Transformaren cepas

—FKBP - bacterianas E. coli BL21
Disefio Clonar los genes de las proteinas de (DE3)y propagar en medio
fusién y comprobar secuencia con antibiético

AN M

& 1
N ~C:

n ‘u N L 4
.rf-’F/f-“ Ny \' ‘ .
PN . ¢
E_n'sayo de Ensayo de union Purificary Inducircon IPTG para
unioén al ADN con Rapamicina caracterizar las

roducir las proteinas
(EMSA) (DLS) proteinas P P

Figura 8. Diagrama del flujo de trabajo desarrollado en este proyecto.
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7.8 Disefio de las proteinas de fusion recombinantes

Para el disefio de las proteinas CRISPR-dCas fusionadas a los dominios de unién
FKBP o FRB, se consider6 tener el siguiente orden de secuencia en el plasmido: Proteina
dCas9 o dCasl12a — conector — dominio FKBP o FRB. El “conector” o “linker” es una
secuencia que une a las proteinas y da varias ventajas para la produccién y construccion
de proteinas de fusion estables, ya que permite la actividad biol6gica de las proteinas e
incrementa su expresion. En este caso, siendo una extension de su proyecto, se decidid
utilizar el mismo conector que en el articulo de Calcines-Cruz, et. al, 2021 el cual cuenta
con 9 aminoéacidos, variando la secuencia con Alanina (A), Glicina (G), Serina (S) y Arginina
(R): AAGGSGRGG. Debido a que en su articulo present6 una buena estabilidad en el caso
de dCasl2a — FKBP. Para el sitio de colocacion del conector se tomaron en cuenta la
estructura cristalografica y las interacciones descritas en la literatura. En el caso de los
dominios se encontré que la mejor via de unién es por los sitios N-terminales de ambos
dominios; ya que se encuentran mas alejados y existe menor probabilidad de contacto con
la Rapamicina (Choi et al., 1996). Para las proteinas dCas9 y dCasl12a, el conector se
puede colocar tanto en el C-terminal como en el N-terminal' ya que los sitios terminales
estan a la misma distancia uno del otro (Vojta et al., 2016), pero en este caso, la etiqueta
de histidinas 6xHis se encuentra en el sitio N-terminal por lo que se decidié en este proyecto
localizar el conector en el C-terminal para ambas proteinas.

Para incorporar la secuencia conectora sin tener otros aminoacidos de mas entre las
proteinas dCas y los dominios de dimerizacion, se utilizé la misma estrategia que en
Calcines-Cruz, et al., 2021 la cual es dividir la secuencia en dos partes: los primeros 7
aminoacidos (AAGGSGR) colocarlos en el plasmido de las proteinas CRISPR-Cas y los
altimos 2 aminoécidos (GG) en los dominios FRB y FKBP (Figura 9). En ambos casos, al
final de la parte de la secuencia conectora se deberia de tener un sitio de union de una
enzima de restriccion para poder digerir y obtener el plasmido final con las proteinas dCas

unidas por un conector a los dominios de dimerizacion.
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Figura 9. Esquema por bloques del disefio de las proteinas producidas.

Para obtener esto se disefiaron oligonucleétidos que funcionaran como cebadores en

PCR con el fin de amplificar dos segmentos de ADN con las dos partes de la secuencia

conectora. Después estas partes de la secuencia se unieron mediante una serie de

digestiones y ligaciones para obtener el plasmido final.

Los oligos para dCas9 y dCasl2a (Figura 10. A) se disefiaron con las siguientes

modificaciones: quitar el codon de paro al final de las proteinas, colocar parte de la

secuencia conectora y agregar un sitio de reconocimiento de una enzima de restriccion.
Estas enzimas fueron Kpnl (GGTACC) y Notl (GCGGCCGC) para dCas9; y Xbal (TCTAGA)
y Notl (GCGGCCGC) para dCasl2a. (Revisar oligonucleétidos en Tabla 8, Anexo 1)

Para FRB o FKBP (Figura 10. B) se consider6 el mismo sitio de reconocimiento de la

enzima de restriccion Notl, se agreg6 la otra parte del conector (GG) y un coddn de paro al

final para la hora de la amplificacién. (Revisar oligonucledtidos en Tabla 9 en Anexo 1)
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Figura 10A. Disefio de los oligos para: A) las proteinas dCas9 y dCasl2a B) Para los
dominios FKBP y FRB

7.9 Clonacion de los plasmidos de las proteinas de fusién recombinantes

Después del disefo, para obtener un plasmido de ADN recombinante con las
secuencias deseadas se realizd la clonacién mediante técnicas de digestion y ligacion,
basandose en la metodologia de Calcines-Cruz, et al, 2021 para dCasl2a- FKBP. Las
enzimas de restriccion utilizadas fueron Kpnl, Notl, Xbal, Xhol. Estas enzimas fueron
adquiridas de New England Biolabs. Los protocolos para las digestiones se calcularon con
la herramienta NEBCloner- Double Digest Finder. La digestion fue comprobada mediante
electroforesis en gel de agarosa. Los vectores y los insertos fueron purificados por medio
de un kit de extraccion de acidos nucleicos a partir de gel de agarosa, cuantificados por
absorciéon UV (nanodrop) y guardados a -20°C para su posterior ligacién. Para la ligaciéon
se ocupo la ligasa T4 de NEB y se sigui6 el protocolo que recomienda la empresa. La
relacion entre inserto y vector fue de 3:1. Las ligaciones se comprobaron también mediante
electroforesis en gel de agarosa.

A continuacion, se muestran los diagramas de estrategia de clonacion para obtener
los plasmidos de ADN recombinante: dCas9-linker-FKBP, dCas9-linker — FRB, dCasl12a-
linker-FKBP y dCasl12a-linker-FRB (Figura 11 y 12). Como observacion, la planeacion es
similar para la clonacion de cada una, Unicamente varian los oligos y las enzimas de

restriccion.
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Figura 11. Planeacion de clonacion de las proteinas de fusion A) dCas9 — linker — FKBP.

B) dCas9 - linker — FRB.
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Figura 12. Planeacion de clonacidn de las proteinas de fusion A) dCas12a — linker — FKBP.
B) dCasl2a con FRB.
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7.10 Verificacion de la secuencia

Para la comprobacién de secuencia se realizaron dos métodos diferentes. El primer
método fue la PCR directamente en las colonias seleccionadas realizada después de la
transformaciéon. Las PCR de colonia se hicieron con la DNA polimerasa Phire Green Hot
Start (Thermofisher, USA). Este método determind si las colonias bacterianas

transformadas mostraban una amplificacion de secuencia equivalente al tamafio de la
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secuencia de las proteinas dCas mas el conector y el dominio de dimerizacion. Al reconocer
estas colonias, se realizo en ellas la segunda metodologia la cual fue la secuenciacion.
Para este método, se purificaron los plasmidos con “Plasmid DNA Miniprep Kit” de Thermo

Fisher y se mandaron a secuenciar con el método Sanger a la compafiia Laragen.

7.11 Produccion de las proteinas de fusién

La produccion de las proteinas de fusion se baso en los protocolos de las proteinas
dCas9 y dCasl2a, con las recomendaciones de Finkelstein, 2018 y de Mohanraju, P. et. al.
2018, respectivamente. De igual forma se utilizé el protocolo de purificacién de dCasl2a —
FKBP en Calcines- Cruz et al., 2021.

Se realiz6 la transformacion de las cepas bacterianas mediante choque térmico a 45
°C durante 45 segundos tomando 50 uL de células competentes de E. Coli BL21 y 10 ng
de DNA plasmidico (dCas9—FKBP, dCas9—FRB, dCas12a—FKBP, dCas12a—FRB).
Después se crecid selectivamente en medio LB con 100 pg/ml de antibiético (37°C, toda la
noche). Al dia siguiente se realizé otro crecimiento selectivo toda la noche con agitacion
constante, pero en esta ocasion en el medio de cultivo necesario para cada proteina (LB
para dCas9 y TB para dCasl2a) y la temperatura de 37°C para dCasl2a y 30°C para
dCas9.

Al alcanzar el valor de 0.6-0.8 OD600, el cual corresponde a la fase exponencial del
crecimiento bacteriano, los cultivos se enfriaron a 18°C para dCas9 y 12°C para dCasl2a
y se les adicion6 IPTG a una concentracion final de 1 mM y se incubaron por ~18 h para
dCas9y ~24 h paradCasl2a a 18°C para dCas9y 12°C para dCasl2a. Al finalizar el tiempo
de induccioén, el cultivo se centrifugé (a 6000 RFC para dCas9 y 6800g para dCasl12a)
durante 15 min, 4°C. Se decant6 el sobrenadante y se obtuvo el pellet. El pellet fue
resuspendido para transferirlo a un tubo de 50 mL y se realizé una segunda centrifugaciéon
con las mismas condiciones ya mencionadas para recuperar el pellet. Cada tubo se bafié
en nitrdgeno liquido y fue almacenado a -80°C. Este pellet fue almacenado para mantenerlo
en almacenamiento por hasta dos semanas en el caso de necesitar hacer una pausa antes

de la purificacion.
7.12 Verificacion de la produccién de proteina

Las colonias positivas se cultivaron y se indujeron con IPTG para la expresion de

las proteinas. Para saber si en esta expresion se obtuvieron las proteinas de fusion se les
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aplicé el método de Western blot. Esta técnica ayuda a identificar proteinas especificas en
una mezcla compleja de proteinas, ademas de que nos ayuda a tener una idea de la
concentracion, asi como la composicion y el tamafio de las proteinas. Para esta técnica se
realizé una electroforesis en gel de poliacrilamida desnaturalizante (SDS- PAGE) al 7.5 %
(100 V, 2 horas). Posteriormente, se realizé una electrotransferencia en una membrana de
nitrocelulosa (400 mA, 1 hora) y se marcaron las proteinas de fusion con el anticuerpo
monoclonal Anti-Hisx6 Tag de ThermoFisher (1:5000, 1 hora a 4°C) el cual se une
especificamente a la etiqueta de histidinas 6xHis que tiene las proteinas de fusién y el
anticuerpo policlonal de conejo anti- IgG de ratén con HRP (1:5000, 1 hora a 4°C), el cual
se une especificamente al anticuerpo primario y reacciona con el luminol para producir una
sefial quimioluminiscente. El resultado se registr6 en el fotodocumentador Azure
Biosystems 500. Ademds, para hacer la comparacion de valores tedricos contra
experimentales, se calcul6 el peso molecular de cada proteina de fusion con el programa
Protparam (Wilkins, M. R., et. al., 2005) y también se compar6 con las proteinas dCas9 y

dCasl2a producidas por nuestra colaboradora Arroyo Rabasa, 2021.

7.13 Purificacion de las proteinas de fusion

Un pellet bacteriano resuspendido en 30 mL del amortiguador de lisis se sonico
usando intervalos de 5 segundos con una amplitud de 30 con intervalos de 25 segundos
sin sonicacion durante 6 minutos, manteniendo siempre la temperatura entre 5y 20°C. El
lisado celular se centrifugé a 30000 g a 30 min por 4°C. Luego este sobrenadante se filtrd
con una membrana de tamafio de poro de 0.22 um y se le realizaron varias técnicas para
obtener a las proteinas. Estas técnicas se muestran en la Figura 13, La primera fue la
cromatografia de afinidad por Ni-NTA, la cual separa a las proteinas de fusién de las demas
mediante su unidn de la etiqueta de histidinas 6xHis al Ni-NTA. Después se realiz6 una
dialisis en membrana semipermeable para separar eliminar sales e impurezas por presion
osmdética y al mismo tiempo se realizé el corte de las etiquetas de histidinas 6xHis con la
proteasa SUMO o TEV debido a que ya no se necesitaban en el proceso. Posteriormente
las proteinas se sometieron a una cromatografia de intercambio iénico, para separarlas por
cargas y se realizé una serie de ultrafiltraciones y cromatografia de exclusién por tamafio

para separarlas por tamafo.
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Figura 13. Resumen de pasos de purificacion de las proteinas recombinantes.

Para la cromatografia de afinidad se utilizé una columna de niquel-NTA (&cido
nitrolotriacético) de Thermo Fisher. El protocolo que se siguié es el que esta descrito en el
manual de uso de la compafiia. Los amortiguadores utilizados en esta etapa fueron los de
Lavado y Elucién. El flujo utilizado en todo el proceso fue de 2 ml/min y cuando se colocé
la muestra cambi6 a 1 ml/min. El volumen de sobrenadante que se obtiene en este paso,
denominado “Sobrenadante” y el volumen de lavado, denominado “ Lavado” se recolectaron
en un tubo nuevo de 50 mL y se guardaron a 4°C. Al igual que el volumen en el que se
obtiene la muestra final denominado “ Elucion”.

Después de la cromatografia, se realiz6 la dialisis y corte de etiqueta de histidinas
6xHis con la proteasa TEV o SUMO toda la noche (16 horas aproximadamente) a 4°C en
constante agitacion. La eleccién de proteasa depende de la proteina a dializar, TEV es para
las proteinas de fusion de dCas9 y SUMO es para las proteinas de fusion de dCasl12a. Para
esto se ocupo la membrana MWCO 14 kDa con el amortiguador de dilisis.

Después se utilizé la columna de intercambio catidnico de ThermoFisher. El protocolo
por seguir fue proporcionado por el manual de usuario de la compafia. El flujo utilizado en
todo el proceso fue de 2 mL/min y cuando se coloco la muestra cambié a: 1 mL/min. Lo que
salio de la columna (flowtrough y wash) se recolecté y se guardé a 4°C. Los amortiguadores
utilizados en esta etapa fueron IEX Ay IEX B. Se realiz6 un gradiente de sales en el equipo
HPLC con el amortiguador IEXB (de 0 a 100% en 6 volumenes de columna, gradiente lineal)
y se recolectaron las muestras en porciones de 1mL para su uso posterior. La eleccion de

fracciones se realiz6 mediante la comparacion de los valores maximos de absorbancia
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tomando asi, soOlo las muestras que tienen mayor absorbancia y por ende mayor
concentracion de proteina. Después con las fracciones ya elegidas se tomé su relacion
A260 nm/A280 nm para cada proteina.

Para concentrar la muestra se decidié utilizar unidades de filtracion por centrifuga
(amicon) de 100 kDa debido a que nuestras proteinas son mas grandes que esa cantidad
por lo que se podria terminar de eliminar impurezas al mismo tiempo de realizar su
concentracion. Y se centrifugd 50009 por 15 minutos. Después los ~200 L obtenidos de la
concentracion se inyectaron en la columna de filtraciébn en gel. Para equilibrar y lavar la
columna se utilizé el amortiguador SEC con el flujo de 1.6 ml/min y la muestra se corrié a
0.5 ml/min Se recolect6 la muestra y se volvié a pasar por el amicon para obtener una
concentracion de 2 mg/ml. Se hicieron alicuotas de 15 uL cada una. Las alicuotas
resultantes se bafaron en nitrégeno liquido y se guardaron a -80°C.

Para calcular el porcentaje de pureza de las proteinas se tomo una alicuota de cada
paso importante en la purificacion, se realiz6 un SDS-PAGE 7.5% y se analizé con el
programa GelAnalyzer 19.1 el cual cuantificé la intensidad de las bandas a en cada carril.
Tomando en cuenta que una proteina 100% purificada es aquella que se encuentra
totalmente sola en un carril y no tiene contaminantes, se realizé una divisién de la banda
de la proteina de interés entre todas las bandas en el carril para calcular el porcentaje de
pureza en la muestra:

Valor de intensidad de la proteina recombinante
1) : _ — X 100 = % de Pureza
Suma de todos los valores de intensidad en el carril

7.14 Ensayos de caracterizacion de las proteinas de fusiéon recombinantes

Dicroismo Circular

Los espectros de dicroismo circular se utilizaron para analizar el plegamiento de las
proteinas de fusion y revisar si existen cambios conformacionales. Para este proceso se
ocupd una solucién de 50 mM de buffer de Fosfatos (pH= 7.4) con DTT 1mM y 100 mM
NaF como el blanco. Para obtener la muestra objetivo se utilizd6 200 ug/mL de la proteina
de fusién (volumen total de 300 uL). Los espectros se realizaron con la celda de cuarzo de
0.1 cm de paso de luz a 20°C. Se seleccioné un intervalo de longitud de onda de 190-260
nm. Cada escaneo fue un promedio de 5 acumulaciones a 20 nm min~. Los espectros de
DC se registraron con el espectropolarimetro JASCO J-1500 del Laboratorio de

Espectroscopia y Polarimetria. Para analizar los resultados se utilizé el programa Spectra
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Manager y se resto el valor de elipticidad del blanco para obtener los resultados finales y
compararlos con los valores tedricos. En la Figura 14 se observan los espectros tedricos
de las estructuras secundarias “puras”. Cabe sefialar que los valores teéricos fueron
calculados con los archivos archivos pdb de las proteinas Cas9 (5F9R) y Casl2a (5KK5),
mediante una aplicacion para la generacion de espectros de dicroismo circular a partir de
coordenadas atomicas de proteinas llamado PDBMD2CD (Drew, E. D., & Janes, R. W.,
2020). Ademas como dato adicional, los resultados se compararon con los resultados
experimentales de las proteinas puras dCas9 y dCasl12a producidas por Arroyo Rabasa,
2021 y la proteina dCasl12a-FKBP de Calcines-Cruz et al. 2021.

20F — -
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15+ = Hoja p antiparalela| -
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=]
0 i
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180 200 — 220 240 260
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Figura 14. Espectros de dicroismo circular de estructuras secundarias “puras”. (Brahms &
Brahms, 1980)

Ensayos de uniéon de Rapamicina por DLS
En este trabajo se utilizd la técnica de Dispersion Dinamica de Luz (DLS) para

observar las interacciones de las proteinas de fusion con la rapamicina a través del
incremento del tamafio de los dimeros formados. El tamafio (diametro hidrodinamico) y
distribucion de tamafio de las proteinas en interaccion, fue determinado con el equipo Nano
Zetasizer Malvern, modelo ZEN 3600. La muestra de cada proteina tenia una concentracién
de 0.1 mg/ml disueltos en 2 ml de agua desionizada y la rapamicina tenia una concentracién
de 0.3 mg/mL, es decir una relaciéon 1:3. Las muestras antes de ser evaluadas fueron
filtradas en disco milliport de 0.22 um. Y se utiliz6 el buffer de ensayo (20 mM HEPES-KOH,
pH 7.5, 100 mM KCI, 1 mM DTT). Cada muestra se midi6 en cinco ciclos de diez

repeticiones cada uno.
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7.15 Obtencion del ADN objetivo y ARN guia

Para los ensayos de unién a DNA (EMSA), se requirié obtener un templado de ADN
objetivo y los ARN guias de las proteinas de fusion. En la Figura 15 se observa el templado
de ADN objetivo, el cual se produjo mediante un corte de enzimas de restriccion de un
plasmido de 10,933 pb, para obtener una secuencia de 2,119 pb que tiene un sitio de
reconocimiento PAM para dCas9 — FKBP y otro sitio de reconocimiento PAM para dCas12a
— FRB con una distancia de 2,032 pb entre cada una. La secuencia objetivo que debe de
reconocer el ARN guia debe estar inmediatamente sucedida por la secuencia PAM.
Después se purificd por extraccion de DNA en agarosa y se realizé otra electroforesis en

gel agarosa 1% para verificar el tamafio.

L n
BamH- . I o dCas9 dCasl2a
Target. \ H
sequence 1 B - EcoR dCas12a dCas9
« Target sequence 2 2119 pb
10,933 pb

Figura 15. Esquema de obtencion del templado de ADN objetivo desde el plasmido dCas9-
FKBP con un sitio de union para dCas9 y dCas12a.

Para el ARN guia, primero se disefid tomando en cuenta las secuencias de
reconocimiento de dCas9 y dCasl2a en el ADN objetivo se le agregaron las regiones
constantes del ARN guia de ambas proteinas recombinantes. Después se realiz6 una PCR
para obtener los templados de ADN equivalentes a la secuencia de ARN guia. Y para
finalizar se realizaron transcripciones in vitro para obtener los ARN guias de todas las
proteinas de fusién. Para corroborar su produccién se realizé un gel con UREA al 8M vy al
20% de acrilamida La transcripcion in vitro se realizé con el kit: “HiScribe® T7 Quick High
Yield RNA Synthesis Kit” de New England Biolabs. El protocolo seguido fue proporcionado
por la misma compafiia en su manual de instrucciones y se muestra un esquema de este

en la Figura 16.
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Start of Transcription

T7 Promoter
5 " ~TAATACGACTCACTATAGGG 3" DNA template)
3 -ATTATGCTGAGTGATATCCC 5

T7 Transcription

57" -GGG 3 (RNA transcript)

Run-off transcript has the top strand sequence.

Figura 16. Transcripcién por ARN Polimerasa T7.

7.16 Ensayos de unién con el ADN por EMSA

Para verificar la union de las proteinas de fusién al templado de ADN se utilizé el
ensayo de cambio de movilidad electroforética (EMSA, electrophoresis mobility shift assay).
La preparacién del ensayo se llevo a cabo como indica Cadena-Nava (Cadena-Nava et al.,
2012). Se combinaron las soluciones, de tal manera que se tuviera una muestra de proteina
libre, otra de acido nucleico libre y finalmente una mezcla estequiométrica de ambos. Las
muestras se realizaron con una concentracion de 20 mM de HEPES, 100mM KCI, 5mM
MgCl, 1mM DTT y se sometieron a una electroforesis en condiciones nativas en un gel de
agarosa al 1% y TBE 0.5x como amortiguador de electroforesis. Después de la
electroforesis, el gel obtenido se tifid durante una hora con SYBR SAFE (dilucion 1:10,000
en TBE), para posteriormente observar los &cidos nucleicos y las proteinas
respectivamente. Los geles fueron capturados en el fotodocumentador Azure Biosystems
500.

8. RESULTADOS Y DISCUSION
8.1 Disefo de las proteinas de fusion

En la Figura 17 se muestra la verificacion del tamafio de los amplicones para la
adicion de la secuencia conectora. En el inciso A), se observa que los tamafios de los
amplicones de PCR se encuentran entre 2,000 — 2,500 pb para dCas9 — linker y 4,000-
5,000 pb para dCasl2a — linker. Lo cual coincide con lo esperado comparandolo con el
tamafio calculado de la secuencia de dCas9 méas el linker de 7 aminoacidos que es de 2,364
pb y el tamafio de dCasl12a mas el linker de 4,438 pb. De igual forma, en el inciso B) se

muestra los amplicones de PCR de FKBP- linker y FRB — linker con un tamafio entre 250 y
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500 pb. Lo cual también coincide comparandolo con el tamafio de la secuencia calculada
de los dominios més el linker de 2 aminoacidos y el codon de paro: 359 pb para FKBP-
linker y 326 pb para FRB — linker.

A) dCas9 - linker dCas12a—linker )
(2364 bp) 4438 b

FKBP (359 bp)

FRB (326 bp)

10,000
0,000 1,500
1,000

4,000
3,000 750
2 500
2,000 e

1,500
100

Figura 17. Geles de agarosa 1% con los amplicones de PCR mencionados a continuacion:
A) Amplicones de PCR con la secuencia dCas9 — linker y dCasl12a — linker. B) Amplicones
de PCR con la secuencia FKBP y FRB.

8.2 Clonacion de los plasmidos de las proteinas de fusion

La clonacién de los plasmidos con la secuencia de las proteinas de fusién deseadas se
consiguié mediante una serie de digestiones y ligaciones. Estos pasos se realizaron con el
fin de obtener las siguientes caracteristicas deseadas: una etiqueta de histidinas 6xHis al
principio de la secuencia (que nos ayudaréa en la purificacion més adelante), la secuencia
de una proteina dCas seguida de una secuencia conectora, un dominio de dimerizacion y
al final un codén de paro, el cual indica el término de la traducciéon del mMRNA y por lo tanto
de la expresién de la proteina.

A continuacion, en la Tabla 2 se muestra la primera digestion realizada en cada proceso
de clonacién. Esta primera digestion tiene el propésito de cortar el plasmido de dCas y el
amplicén de PCR dCas - linker, para después poder hacer la ligacion de ambos.

Para verificar la primera digestion se realizé una electroforesis en gel de agarosa para
verificar los tamafios de los vectores y de los restantes de los plasmidos de dCas9 y
dCasl2a. Como se puede ver en la Figura 18, comparando los tamafios con la Tabla 2, se

puede notar que son los mismos tamafios esperados.
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Tabla 2. Resumen de primera digestion para dCas9.

Enzima de Enzima de Tamafio de la secuencia
restricciéonl | restriccion 2 cortada (pb)
Vector 8197
dCas9 Kpnl Not 1
Restante 2380
Amplicon dCas9 Inserto 2341
Kpnl Not 1
(PCR) Restante 23
Vector 5594
dCasl2a Xbal Notl
Restante 4482
Amplicon Inserto 4426
Xbal Notl
dCasl2a (PCR) Restante 12

Mector de gicag Vector de dCas12a
(8197 bo) (5594 bp)
Inserto de dCas9
Kpn1 a Notl
EZ‘;QO gpjo : Inserto de dCas12a
' [Xbal a Not1]
(4482 bp)

Figura 18. Gel de agarosa 1% que demuestra las digestiones de los plasmidos dCas9 y
dCasl2a.

Luego de la primera digestion, se realiz6 la primera ligacion para obtener el plasmido
dCas9 - linker y dCas12a — linker. Y después se procedio a realizar la segunda digestion,
la cual consiste en cortar los plasmidos de dCas — linker y los amplicones de PCR de FKBP
— linker y FRB — linker para realizar la segunda ligacion. Debido a que es muy baja la
diferencia entre los vectores, los plasmidos originales de dCas y los plasmidos de dCas9 —
linker y dCas12a — linker, no se realiz6 una electroforesis en gel de agarosa en esta etapa.

Sin embargo, se muestran los célculos de la segunda ligacion en la Tabla 3.
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Tabla 3. Segunda ligacion para la obtencion de las proteinas de fusion dCas — linker —

dominio.
Tamaio del
_ o Tamario de la _
Sistema de Cas-dominio _ plasmido dCas —
secuencia (pb) o
dominio (pb)
dCas9- linker Vector 10530
dCas9-FKBP 10870
FKBP Inserto 340
dCas9- linker Vector 10530
dCas9-FRB 10837
FRB Inserto 307
dCasl2a- linker Vector 10012
dCasl2a-FKBP 10352
FKBP Inserto 340
dCasl12a- linker Vector 10012
dCasl2a-FRB 10319
FRB Inserto 307

8.3 Verificacion de las secuencias clonadas

Para comprobar el tamafio de los plasmidos obtenidos en la clonacion, se decidio
mejor realizar la PCR de colonias con los oligos forward PCR_dCas9 Fwd /
PCR_dCasl2a_Fwd y los oligos reverse PCR_FKBP_Rv/ PCR_FRB_Rv dependiendo de
que secuencia se tratara: dCas9-FKBP, dCas9-FRB, dCasl2a-FKBP, dCasl2a-FRB. Con
estos oligos, la PCR amplificaria la parte final de la secuencia de las proteinas dCas mas
el conector y el dominio FKBP o FRB. Lo cual es lo que nos interesa visualizar que tiene el
pladsmido correctamente. A continuacion, se muestra el tamafio de la secuencia amplificada
en la Tabla 4 y los resultados en la Figura 19..

Analizando los geles de agarosa en la Figura 19, de las proteinas de fusion A) dCas9
— FKBP, B) dCas9 — FRB, C) dCasl2a — FKBP y D) dCasl12a — FRB, se puede observar
gue algunas colonias no presentaron una secuencia amplificada y otras colonias si.
Aquellas colonias que si tienen una secuencia amplificada, se compararon en su tamafo
de pares de bases con el tedrico calculado en la Tabla 4. Y se concluy6 que todos los
tamafios de secuencia estan en el rango deseado para todas las proteinas de fusién dCas9
— FKBP, dCas9 — FRB, dCas12a — FKBP, dCas12a — FRB.
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Tabla 4. Tamafio de la secuencia amplificada en las PCR de colonias

Plasmido Oligos Utilizados Tamafo de la secuencia
amplificada
dCas9 - FKBP PCR_dCas9_Fwd 2703 pb
PCR_FKPBP_Rv
dCas9 - FRB PCR_dCas9 Fwd 2670 pb
PCR_FRB_Rv
dCasl2a — FKBP PCR_dCasl2a Fwd 4784 pb
PCR_FKPBP_Rv
dCasl2a - FRB PCR_dCasl12a_Fwd 4751 pb
PCR_FRB_Rv
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Figura 19. Geles de agarosa al 1% de las PCR de colonias de las proteinas de fusion: A)
dCas9 — FKBP, B) dCas9 — FRB, C) dCasl12a — FKBP (Tomado de Calcines-Cruz et al,
2021), D) dCasl12a — FRB. Donde C+ es la colonia control, C- es la colonia blanco, la cual
no tiene la secuencia, C1 y C2 son algunas de las colonias probadas para revisar la
secuencia amplificada.

Aquellas colonias que demostraron tener la secuencia amplificada se marcaron y
seleccionaron para secuenciar. Cada una de las colonias seleccionadas se mando a
secuenciar en Laragen con el método Sanger para comprobar la clonacion de los plasmidos
dCas9-FKBP, dCas9-FRB, dCas12a-FKBP, dCas12a-FRB. Con el programa SnapGene se
visualizo la secuencia disefio y se compar6 con los resultados de la secuenciacion de

Laragen. Esto con el fin de observar que la secuencia fuera idéntica y sin inserciones o
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deleciones. En todos los casos la secuencia se comprob0 ser idéntica a la que habiamos
disefiado. Por lo que se puede concluir que se verific6 mediante PCR de colonias y
secuenciacion la parte mas importante de la secuencia de disefio, la cual tiene el final de la
proteina dCas mas el conector y el dominio de dimerizacion (Véase secuencia completa
con cromatograma para cada caso y su alineamiento en las Figuras 43-50, Anexo |).

8.4 Verificacion de la produccion de proteina

Luego de realizar la produccién de acuerdo con el protocolo mencionado en métodos,
se caracterizaron molecularmente a las proteinas para verificar su identidad. Para esto se
hizo un SDS-PAGE y se realiz6 un ensayo Western blot. En la Figura 20, se muestra el
SDS-PAGE, en el cual la muestra “antes de induccion” representa la cepa antes de inducir
la expresion de las proteinas. Esta muestra se utiliz6 como el control negativo. Otros
controles que se realizaron fueron las muestras “dCas9 inducido” y “dCas12a inducido” las
cuales son la induccién en las cepas de las proteinas inactivas dCas9 y dCasl12a sin el
disefio con el conector y los dominios de dimerizacion. Estos controles se hicieron gracias
a Arroyo Rabasa, 2021. para comparar los tamafios de las proteinas de fusion con las
proteinas inactivas. En teoria, las proteinas de fusion deben de ser un poco mas grandes
gue las proteinas inactivas, debido al aumento en su tamafio por tener el dominio de
dimerizacion FKBP o FRB. Lo cual se alcanza a observar ligeramente en el SDS-PAGE
7.5%, sin embargo, el cambio no es muy notorio ya que los dominios de dimerizacion FKBP

y FRB son muy pequefios, lo que hace que la diferencia de tamafios sea muy poca.

Figura 20. Comprobacion de expresion de las proteinas mediante electroforesis SDS-PAGE
7.5%. Donde las muestras “MM” son los Marcadores Moleculares y “antes de induccién”
representa la cepa antes de inducir la expresion de las proteinas.
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Tabla 5. Peso molecular de las proteinas recombinantes obtenidas.*

Peso Molecular Peso Molecular
Proteina Proteina
(Kda) (Kda)
dCas9 inducido 201.61 dCasl2a inducido 170.21
dCas9 — FKBP 214.17 dCasl2a — FKBP 180.05
dCas9 - FRB 213.99 dCasl2a — FRB 179.87

*El calculo del peso molecular se realizé con el programa Protparam (Wilkins, M. R., et. al., 2005).

Al ser una induccién, las proteinas de fusion se sobreexpresan en la cepa bacteriana,
teniendo asi mayor cantidad de esta en la muestra y pudiéndose observar como una banda
Mas gruesa respecto a las demas en el SDS-PAGE (Figura 20). Teniendo esto en cuenta,
las bandas méas gruesas del SDS-PAGE rondan entre los 170 a los 220 Kda. Para las
muestras de las proteinas con dCas9 se observa una ligera subida de las bandas, lo cual
podria significar un mayor tamafo de estas proteinas. A diferencia, de las proteinas con
dCasl12a que muestran un menor tamafo de ellas. Sin embargo la diferencia no es muy
notoria, lo cual se puede deber a que el gel no se corrié el tiempo suficiente y se necesitaria
de mayor tiempo para ver una diferencia mas notable entre las proteinas. A pesar de esto,
al comparar estos resultados con los pesos moleculares teéricos de la Tabla 5 tiene sentido.
Ya que las proteinas de fusion con dCas9 rondan los 215 KDa y las proteinas de fusion con
dCasl2a rondan los 180 KDa, es decir, son un poco mas pequefas.

El siguiente resultado a analizar, es el resultado del Western blot en la Figura 21, el
cual demuestra 6 carriles que representan a las proteinas de fusién con dCas9 y con
dCasl2a, ademéas de los controles dCas9 y dCasl2a. Tomando en cuenta que los
plasmidos de dCas9 y dCas12a tienen una etiqueta de histidinas 6xHis a lado de la proteina
dCas, y que el anticuerpo primario seleccionado reconoce estas Histidinas, es légico
visualizar estas bandas cuando las proteinas no tienen el disefio con el conector y los
dominios FKBP y FRB. Ahora bien, en el disefio de las proteinas de fusion se respeto la
presencia de la etiqueta de histidinas 6xHis, ya que esta nos podria ayudar a purificar las
proteinas después de su expresion. Por lo que también es l6gico observar la presencia de
esta etiqueta de histidinas 6xHis en cada muestra del Western blot. La Unica diferencia que
se podria rescatar, radica en los tamafios de las proteinas de fusibn comparados con los

tamafios de las proteinas inactivas. Siendo que las proteinas de fusién son mas grandes
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tedricamente, en los resultados se observan las bandas que las representan ligeramente
mas arriba.

Cabe senalar que, en vez de observarse solo una banda en cada carril, se observan
dos y esto se cree que fue debido a la manera en que se realiz6 el Western blot ya que fue
corto el tiempo que se propuso para la electrotransferencia del gel de poliacrilamida al papel
de nitrocelulosa por lo que no se transfiri6 totalmente toda la proteina deseada, haciendo
que las bandas no se notaran con la intensidad deseada y dieran la ligera ilusion de que
ser 2 bandas en vez de una. Recordemos que la cantidad de proteina recombinante
después de la inducciéon aumenta considerablemente y para la realizacién de este ensayo,
se realizé una induccién aparte con mayor tiempo de sobreexpresién para no tener
problemas en cantidades. Son un artefacto de la transferencia, ya que la transferencia a la
membrana se hace lentamente (debido a su tamafio) y el sandwich se desensamblo
repetidamente para evitar la desecacion, lo que causé el deslizamiento del gel sobre la
membrana.

Figura 21. Ensayo de Western blot de las proteinas dCas9, dCas9 — FKBP, dCas9- FRB,
dCasl2a — FKBP (tomado de Calcines-Cruz et al., 2021) y dCasl12a — FRB.

Repasando los resultados anteriores, en el SDS-PAGE se observa que se
sobreexpresaron proteinas en el rango de tamafio esperado de 160 KDa a 220 KDa y en el
Western blot se demostrdé que existen proteinas sobreexpresadas con una etiqueta de
histidinas 6xHis y mayor tamafio en las muestras de las proteinas de fusion, lo cual era algo
que también esperabamos observar. Por lo que tomando en cuenta estas conclusiones, se
puede creer que las proteinas sobreexpresadas probablemente sean las que nosotros
deseamos obtener. Ya que tienen un mayor tamafio, tienen una etiqueta de histidinas 6xHis

y tienen la secuencia verificada del conector méas el dominio de dimerizacion.
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8.5 Purificacion de las proteinas de fusién

Para obtener el mayor nivel posible de proteina producida altamente pura se
combinaron diferentes técnicas: la cromatografia de afinidad de NI- NTA (AC), dialisis y
corte, cromatografia de intercambio iénico (IEX) y la cromatografia de exclusion de tamafio
(SEC). En la cromatografia de afinidad de Ni — NTA (AC) las proteinas de fusion se
separaron de las demas debido a que tienen una afinidad con la resina de niquel, ya que
contienen una etiqueta de histidinas 6xHis en el extremo N-terminal que genera un enlace
de coordinacion con la resina Ni-NTA.

Como siguiente paso se dializé la muestra para eliminar sales e impurezas por presion
osmdtica y al mismo tiempo se realizé el corte de las etiguetas de histidinas 6xHis debido
a que ya no se utilizarian en el proceso, con las proteasas SUMO (para las proteinas de
fusién con dCas9) y TEV (para las proteinas de fusién con dCasl12a).

Siguiendo con la purificacion, la cromatografia por intercambio idnico (IEX) separo las
proteinas de interés por su carga ionica. Para esto se utilizé una columna con matriz
negativa y se cargaron positivamente las proteinas con el buffer IEXA dCas9 a pH= 7.5
para las proteinas de fusiéon con dCas9, las cuales tienen como punto isoeléctrico pH=9.0
para dCas9 — FKBP y pH =8.97 dCas9 — FRB; y el buffer IEXA dCasl12a a pH= 7.2 para las
proteinas de fusion con dCas12a, con punto isoeléctrico pH=8.23 para dCasl2a — FKBP y
pH=8.13 dCas12a— FRB. Como paso final se sometieron a una cromatografia por exclusion
de tamafio molecular (SEC) para separar las proteinas de fusién de las impurezas
restantes. A continuacion, se detalla cada una de las proteinas purificadas con los
resultados obtenidos en la Figura 22. En esta figura se observan los SDS-PAGE con cada
paso importante de purificacion de las proteinas de fusion. Conforme avanzamos de carril
(de izquierda a derecha) se logra visualizar como se aisla progresivamente la banda
correspondiente a las proteinas de fusion hasta quedar sola en el carril SEC lo cual indica
una purificacion exitosa. Ademas, se puede observar una ligera disminucion del peso de
las proteinas de fusion después de la didlisis, esto sucedi6 por el corte de la etiqueta de
histidinas 6xHis. Lo cual se explica en la Tabla 6 con el peso molecular calculado de las

proteinas antes y después de la técnica de Didlisis.
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Figura 22. SDS-PAGE 7.5% de las proteinas A) dCas9 — FKBP; B) dCas9 — FRB; C)
dCasl2a — FKBP; D) dCasl12a — FRB. Carriles de muestras: MM — marcador de peso,
Lisado — muestra de la proteina recombinante producida, Sobrenadante AC — muestra
pasada por la columna de Ni-NTA, Elucion AC — muestra eluida de la columna de Ni_NTA,
Dialysis — muestra después de la dialisis, Sobrenadante IEX — muestra pasada por la
columna de intercambio iénico, Elucién IEX — muestra eluida de la columna de intercambio
i6nico, SEC — muestra eluida de la columna de exclusion molecular.
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Tabla 6. Peso molecular de las proteinas recombinantes obtenidas antes y después de la
técnica de Dialisis.

Peso Peso Peso Peso

Proteinas de | antes de | después Proteinas de antes de | antes de
fusion corte de corte fusion corte corte
(kDa) (kDa) (kDa) (kDa)

dCas9 — FKBP | 214.17 171.28 dCasl2a — FKBP 180.05 163.91
dCas9 — FRB 213.99 171.10 dCasl2a - FRB 179.87 163.73

En el caso de la cromatografia por intercambio i6nico y la cromatografia SEC, la
eleccion de fracciones se realizé mediante la comparacién de los valores maximos de
absorbancia observados en el HPLC, tomando asi, sélo las muestras que tienen mayor
absorbancia y por ende mayor concentracién de proteina. Las fracciones de las orillas se
descartaron debido a la sospecha de la presencia de contaminantes.

Para la cromatografia de intercambio i6nico (IEX) el HPLC arroj6 valores de
absorbancia significativos a partir de la eluciéon 12 a la 19 para dCas9 — FKBP y so6lo se
escogi6 de la 14 a la 16 para evitar la presencia de contaminantes. Y para dCasl12a — FRB
los valores de absorbancia significativos fueron de la 12 a la 21 y se escogi6 de la 14 a la
19 (Figura 23). Después, con las fracciones ya elegidas y mezcladas se tomo su relacion
260 nm/280 nm y salié un valor ~0.6 para cada proteina.

Para la cromatografia de exclusién por tamafo, los valores medidos de absorbancia
significativos para dCas9 — FKBP se demuestran a partir de la elucién 11 a la 14 y sélo se
escogieron la 12 y 13. Y en el caso de dCasl2a — FRB los valores de absorcién

significativos fueron de 7 a 11 y se escogi6 de 8 a 10 (Figura 24)
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Figura 23. Gréfica de fracciones cromatografia de intercambio iénico (IEX) de la proteina
A) dCas9 — FKBP B) dCasl12a — FRB.
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Figura 24. Gréfica de fracciones cromatografia de exclusion de tamafio (SEC) de la
proteina A) dCas9 — FKBP B) dCas12a — FRB.
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Después de todo el proceso de purificacion, se muestra la Figura 25 con el gel de
poliacrilamida de las proteinas purificadas y su andlisis cuantitativo en la Tabla 7:

70 — .

50 —a. -
e

Figura 25. SDS-PAGE 7.5% de Iaé proteinas purificadas.

Tabla 7. Andlisis cuantitativo de la purificacion de las proteinas.

Proteina total (mg) Concentracion | Pureza
(mg/mL) (%)
dCas9 4.8776 2.68 91
dCas9-FKBP 1.55 1.61 93
dCas9-FRB 2.11 2.24 92
dCasl2a 6.14854 2.11 94
dCasl2a-FKBP 6.05 2.1 93
dCasl2a-FRB 5.76 1.85 91

Como se muestra en la Tabla 7, después de la purificacion se obtuvieron 1.55 mg de
dCas9- FKBP, 2.11 mg de dCas9- FRB, 6.05 mg de dCasl2a — FKBP y 5.76 mg de
dCasl2a- FRB por cada litro de volumen de fermentacién. Lograndose un porcentaje de
pureza del del ~90% (93% para dCas9 — FKBP, 92% para dCas9- FRB, 93% para dCasl12a
y del 91% para dCasl2a) y una concentracion de 1.61 a 2.68 mg/mL. Con estos
porcentajes de purificacion se puede afirmar que las proteinas dCas9 — FKBP, dCas9 —
FRB, dCasl12a — FKBP y dCasl12a — FRB tienen un porcentaje deseable para trabajar con
ellas. Sin embargo, cabe mencionar que existe una gran pérdida de proteina a través de

las diferentes cromatografias, lo cual podria ser un aspecto para mejorar en futuros
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proyectos. En la Figura 26 se muestra un analisis gréfico de los resultados de la

purificacion.
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Figura 26. Graficas del anaI|S|s de purificacion de las proteinas de fusion: A) dCas9 — FKBP.
B) dCas9 — FRB C) dCasl2a — FKBP y D) dCasl2a — FRB. Donde la columna azul
representa el % de pureza obtenido en cada etapa de la purificacion. Y los datos en naranja
los mg de la proteina obtenidos en cada etapa del proceso.

Como se puede observar en la Figura 26 la mayor pérdida en todos los casos se dio
en el primer paso de purificacion el cual fue la cromatografia de afinidad con Ni-NTA, ya
gue en esta etapa se perdio alrededor del 98 al 95% de cada proteina deseada, obteniendo
asi solo del 1 al 4% después de la cromatografia. Un ejemplo de esto es con la proteina
dCasl2a — FKBP que pas6 de 1092.44 mg de proteina a 18.01 mg al salir de la
cromatografia. El por qué sucedi6 esta perdida puede ser debido a que la columna de Ni-
NTA era demasiado pequefia para la gran cantidad de proteina que se tenia en la muestra,
por lo que la columna se terminaba sobresaturando y dejando pasar libremente las
proteinas deseadas en los lavados. Una forma en la que se podria atender este conflicto
seria realizar cromatografias de afinidad en serie, para que asi se pueda recoger mayor
cantidad de proteina al final y con un mayor porcentaje de purificacion. También se podria
proponer utilizar una columna de Ni-NTA mas grande para evitar la sobresaturacion de la

muestra.
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8.6 Ensayos de caracterizacion de las proteinas

Después de purificar las proteinas de fusion, se caracterizé su estructura secundaria
para verificar que se obtuvieron las estructuras deseadas. Esto se hizo mediante la técnica
de dicroismo circular, de la cual se obtuvieron graficas de curvas con valores de elipticidad
para diferentes longitudes de onda y se compararon los valores experimentales con los
tedricos. De igual forma se tomaron los valores de dCasl2a experimental y dCasl2a —
FKBP de la tesis de Calcines-Cruz et al, 2021 para comparar con dCasl2a- FRB
experimental. En la teoria, las curvas para dCas9 y dCasl12a presentan un maximo de 194
nm, y dos minimos a 210 y 221 nm (Mavridis & Janes, 2016), los cuales indican una
estructura rica en hélices alfa. El dominio de dimerizacion FKBP tiene una estructura
secundaria de lamina plegada 8 y el dominio FRB tiene una estructura de hélice a. En las
curvas experimentales para las proteinas de fusion purificadas, se observa la misma
tendencia que su contraparte teérica dCas, con un maximo en 196 nm para las proteinas
de fusién con dCas9 y 197 nm para las de dCasl12a, y un minimo de 210 nmy 224 nm en

ambos casos. A continuacién, se muestran los resultados en la Figura 27.
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Figura 27. Espectros de dicroismo circular de las proteinas de fusion: A) dCas9 — FKBP;
B) dCas9 — FRB; C) dCasl12a — FKBP (tomadas de Calcines Cruz et al., 2021); D) dCasl12a
- FRB.
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En la Figura 28 se puede observar los resultados teoricos de Cas9 y Casl2a
comparados con los valores experimentales de las proteinas inactivas dCas9 y dCasl2a
tomados de nuestra colaboradora Arroyo Rabasa, 2021. Los valores teéricos fueron
calculados con los archivos archivos pdb de las proteinas Cas9 (5F9R) y Casl12a (5KK5),
mediante una aplicacion para la generacién de espectros de dicroismo circular a partir de
coordenadas atomicas de proteinas llamado PDBMD2CD (Drew, E. D., & Janes, R. W.,
2020). En esta comparacion se puede observar un ligero desplazamiento de los puntos
méaximos y minimos entre el espectro calculado y el experimental, estas diferencias pueden
ser debido a que el espectro calculado es un resultado teérico y puede tener cierto grado

de error.
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Figura 28. Espectro de dicroismo circular de la proteina dCas9 y dCas12a comparado con
Cas9 y Casl2a teorico (Arroyo Rabasa, 2021).
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En la Figura 29 y 30, al comparar los resultados de las proteinas recombinantes con
los espectros experimentales de dCas9 y dCasl12a (Arroyo Rabasa, 2021)., se observa que
el punto méaximo fue muy similar para las proteinas de dCas9 de 196 nm a 195 nm, y en el
caso de las proteinas con dCasl12a no hubo ninguna diferencia quedandose asi en 197 nm.
Los puntos minimos se mantuvieron casi similares en 209 nm y 222 nm. Ademas, se
visualiza una disminucion en la Ae de los puntos maximos y minimos de las proteinas
recombinantes con FKBP, contrario al aumento en los maximos y minimos de las proteinas
con FRB. Esto puede ser debido a la estructura secundaria de las proteinas FKBP y FRB.
Como se habia mencionado anteriormente, FKBP tiene una estructura secundaria de
lamina B y FRB tiene una estructura de hélice a. Por lo que en el caso de las proteinas con
FRB al ser hélice a la estructura predominante, en el espectro se puede observar la
tendencia a aumentar los maximos y minimos caracteristicos de la estructura hélice a. Al
contrario de las proteinas recombinantes con FKBP, donde al tener una estructura de
lamina plegada B, se disminuye la sefal caracteristica de hélice a. En resumen, ambas
graficas comparativas demuestran la tendencia de las proteinas recombinantes a tener una

estructura secundaria de hélice a, lo cual demuestra que se tiene la estructura deseada.
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Figura 29. Comparacion de espectros de dicroismo circular de las proteinas recombinantes
dCas9 — FKBP y dCas9 — FRB, comparados con la proteina dCas9 experimental (Arroyo
Rabasa, 2021)., y el valor tetrico de la proteina Cas9.
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Figura 30. Comparacion de espectros de dicroismo circular de las proteinas recombinantes
dCasl2a— FKBP (Calcines-Cruz et al. 2021) y dCasl12a — FRB, comparados con la proteina
dCasl2a experimental (Arroyo Rabasa, 2021)., y el valor tedrico de la proteina Casl2a.

Para observar las interacciones de las proteinas de fusién con la rapamicina se
realizaron ensayos de unién en DLS para observar el incremento del tamafio de las
particulas al momento en el que se dimerizan. Al comienzo se realizaron controles para
medir que efectivamente no existe interaccion alguna entre los mondémeros con la
rapamicina. Los resultados se muestran a continuacién en las Figura 31. En esta figura se
puede observar la tendencia de las proteinas recombinantes a mantenerse en el diametro
hidrodinamico promedio de 11.7 nm sin rapamicina y no hay un incremento significativo de
diametro con rapamicina. Lo cual significa que no hay una dimerizacién de las proteinas
recombinantes cuando estas son aisladas unas de otras y en presencia de rapamicina.
Después de realizar los controles, se realizo el analisis de los dimeros con la rapamicina y

sin la rapamicina (Figura 32).
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Figura 31. Distribuciébn de tamafio por intensidad de: A) dCas9 — FKBP con y sin
Rapamicina; B) dCas9 — FRB con y sin Rapamicina; C) dCasl2a — FKBP con y sin
Rapamicina; D) dCas12a — FRB con y sin Rapamicina.
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Figura 32. Distribucion de tamafio por intensidad de: A) dCas9 — FKBP con dCas9 — FRB,
con y sin Rapamicina; B) dCas12a — FKBP con dCasl12a — FRB, con y sin Rapamicina.

En la Figura 32, cuando la muestra no tiene rapamicina se observa un diametro

hidrodinamico de 13.5 nm en el caso de las proteinas de fusion con dCas9 y 11.7 nm con

las proteinas de dCasl2a. Cuando se agrega la rapamicina es cuando se observa un
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aumento de diametro hidrodinamico de 28.2 nm en el caso de las proteinas con dCas9 y
24.4 nm para las proteinas con dCasl12a. Por lo que en este experimento se demuestra que
las proteinas no dimerizan entre si al menos de estar en presencia de rapamicina y con la

contraparte del sistema, ya sea FKBP con FRB o viceversa.

8.7 Obtencion del ADN objetivo y ARN guia

El templado de ADN se produjo mediante un corte con enzimas de restriccion de un
plasmido de 10,933 pb para obtener una secuencia de 2119 pb, la cual tiene un sitio de
reconocimiento PAM para dCas9 — FKBP y otro sitio de reconocimiento PAM para dCas12a
— FRB con una distancia de 2032 pb entre cada una. Esta secuencia se observa en la
Figura 33. Después se purificd por extraccion de DNA en agarosa y se corrié otro gel para

verificar el tamafo. Este gel se muestra en la Figura 35.

Secuencia de reconocimientode dCas9 PAM Secuencia de reconocimientode dCas12a
ALl /A COGTCCACAAGGTTCTCA ___2o82pb CCCTGGTCAACCXGGTGAACAAGG TAAA 18pb |
J TTGCCAGGTGTTCCAAGAGT CCC GGGACCAGTTGGTCCACTTGTTCC |
3 5’
L \ J
1 T
2119 pb PAM

Figura 33. Templado de ADN con un sitio de unién para dCas9 y dCas12a.

En el caso del ARN guia, primero se disefi6 tomando en consideracién el templado
de ADN obtenido. Debido a que después de la secuencia PAM que esta en el templado, se
encuentra la secuencia de reconocimiento para dCas9 y dCas12a. Esta secuencia se llama
secuencia objetivo y es muy importante para que las proteinas dCas se unan al templado
de ADN. Tomando esto en cuenta, a la secuencia objetivo se le agregd las regiones
constantes del ARN guia para dCas9 o dCasl12a y se disefiaron los oligos pertinentes para
poder obtener esta secuencia mediante una PCR (Revisar oligonucleétidos en Tabla 10
y 11, Anexo 1) Al realizar la PCR se obtuvieron templados de ADN equivalentes a la
secuencia de ARN guia. Al final a estos templados de ADN equivalente se les realiz6 la

transcripcion in vitro para obtener el ARN guia deseado (Figura 34).
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Forward :
LRI Tl Wl AACGGT... Region constante 3'_ Y AACGGT... Region constante ¥
Realizar PCR para obtener los templados de _\_ Reverse
ADN Disenar oligos que codifiquen la secuencia
5" AACGGU... Region constante 3° de ADN equivalenteal ARN guia

Realizar transcripcionin vitro para obtener
el ARN

Figura 34. Ejemplo metodoldgico del disefio del ARN guia para dCas9.

En la Figura 36, se muestra el gel de UREA-PAGE de los ARN guia, con peso de
~110 nt para ARNg (dCas9) y de ~40 nt para ARNg (dCas12a). Estos resultados muestran
una pequefia variacion en el peso esperado de los ARNgs producidos, 102 nt para ARNg
(dCas9) y de 44 nt para ARNg (dCas12a). Esto se le atribuye al hecho de que la corrida fue
hecha con un marcador de peso para DNA y no para ARN; por lo que a pesar de tener una
ligera desviacion en el tamafio se puede afirmar que se obtuvieron los ARN guias
disefiados.

Figura 35. Gel de agarosa 1%, del Templado de ADN con un sitio de unién para dCas9 y
dCasl2a.
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Figura 36. Gel UREA- PAGE, comprobacién de transcripcion de sgRNA.

8.8 Ensayos de union con DNA (EMSA)

Finalmente, se realiz6 un ensayo EMSA con las proteinas dCas9 — FKBP y dCasl12a
— FRB para probar la unién de los dimeros con la rapamicina y con el ADN. En este ensayo
se juntaron las proteinas de fusién con una relaciéon de 1:1 de proteina. Se mezclaron los
dimeros con el buffer y después se agreg6 la rapamicina. Cabe destacar que la cantidad
de rapamicina fue variando desde 30 uM, 1 uM hasta 100 uM. Al final se agrego6 el templado
de ADN con una relacion 1:3 a cada muestra. Los resultados se muestran en la Figura 37
y 38.

2 &8 a
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Figura 37. Gel de agarosa 1% del Templado de ADN en prueba con Rapamicina y las
proteinas dCas9 — FKBP y dCas12a — FRB. Donde DNA solo significa el templado de ADN
sin muestra, DNA — RAP significa el ADN con las proteinas de fusién pero sin rapamicina,
DNA + RAP significa el templado de ADN mas las proteinas de fusion y una concentracion
de Rapamicina de 30 uM, 1 uMy 100 nM.
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Figura 38. Andlisis grafico del porcentaje de ADN presente en las muestras de EMSA
aumentando la concentracién de Rapamicina.

Al analizar la Figura 37, se observa que en el carril de “DNA solo” se encuentra una
ligera banda contaminante a las 6,000 pb, esta banda se encontrard como constante en
todas las muestras debido a que el DNA ya venia contaminado de origen. Quitando eso de
lado, la banda que representa el templado de ADN se encuentra alrededor de las 2,000 pb
y esta banda sufre un ligero desplazamiento cuando se le agrega las proteinas de fusion.
Se cree que este desplazamiento se debe a la unién de las proteinas de fusién con el
templado de ADN. Sin embargo, al agregar la rapamicina en las siguientes muestras no se
observa algun cambio significativo en la banda ni siquiera un desplazamiento a pesar de
haber variado la cantidad de Rapamicina en cada muestra y haber mantenido las
cantidades de templado de ADN y proteinas de fusién. Este problema pudo haber sido por
varias razones, entre ellas que al agregar primero la Rapamicina a las proteinas de fusion,
estas proteinas se hayan unido entre si y al momento de agregar el templado de ADN su
unién a este se haya complicado, ya que dCas9 se trataria de unir a una seccién mientras
que dCasl2a se trataria de unir a otra. Haciendo que el dimero luchara por unirse a dos
secuencias constantemente, terminando asi en una unién inestable. También se cree que
el tamafio del templado de ADN no era el adecuado, ya que al ser mas grande que 2,000
pb habia una gran distancia entre las secuencias de unién y esto complicaria aiin mas la
estabilidad de unién al dimero. Por lo que se propone que para ver un gran desplazamiento
del ADN en presencia de rapamicina, se tendria que realizar con un templado de ADN mas
pequefio e ir variando las porciones de templado al igual que de rapamicina. O también
puede ser que la técnica empleada no haya sido la correcta, por lo que se propone verificar

por ensayos de AFM o cortinas de ADN.
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En la Figura 38, se observa un analisis cuantitativo de la cantidad de templado de
ADN en las muestras de acuerdo con el aumento de cantidad de rapamicina. La primer
muestra que tiene el 100% de templado es la de “ADN — Rap” , la segunda seria la de 100
nM, seguido de 1 uMy alfinal la de 30 uM de rapamicina. Este andlisis nos demuestra
que la cantidad de templado de ADN disminuyé conforme se aumentaba la cantidad de
rapamicina. Sin embargo, en el gel no es observable el desplazamiento del ADN ya que
era muy poca la cantidad que se desplazaba o que se desnaturalizaba, porque también
puede ser una posibilidad. Estos resultados no son concluyentes y al existir varios
factores que podrian haber alterado el experimento, se propone repetirlo de nuevo pero

cambiando las variantes ya mencionadas o intentar otra técnica mas favorecedora.
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9. CONCLUSIONES

En conclusion, el disefio de las proteinas de fusion dCas9—-FKBP, dCas9-FRB y
dCas12a—FRB que se propuso al inicio de este proyecto fue desarrollado exitosamente. Lo
cual aumenta la cantidad de herramientas similares a dCas12a—FKBP (Calcines-Cruz et al.
2021) Desde la comprobacion de secuencia de las proteinas de fusion, la produccién y
purificacién de cada una de ellas se logré de forma satisfactoria. Obteniendo asi una
purificaciéon mayor al 90% en cada una y con rendimiento entre a 1.61 — 2.24 mg/L. Sin
embargo, en cada parte del proceso se perdid gran cantidad de la proteina deseada, por lo
cual una mejora en el método podria ser buscar maneras diferentes de realizar las
cromatografias, sobre todo el primer paso de la purificacion, el cual fue la cromatografia de
afinidad con Ni-NTA. Puesto que la cromatografia casi no eliminé impurezas y fue la técnica
en la que se perdié la mayor cantidad de proteina.

Los resultados de caracterizacién con dicroismo circular verificaron que la estructura
secundaria de cada una de las proteinas de fusién es la deseada, debido a que su
estructura predominante fue hélice a, la cual es caracteristica de las proteinas dCas9 y
dCasl2a (Swarts & Jinek 2018). Ademas de que coinciden los puntos minimos y maximos
de las graficas experimentales con las tedricas. Lo cual sugiere que se mantuvieron las
estructuras iniciales de las proteinas dCas (junto con sus caracteristicas) ademas que se
agregaron las caracteristicas de los dominios de fusion FKBP y FRB.

También se verificd que se mantuviera la propiedad de dimerizacion de las proteinas
de fusiébn mediante DLS. Esta técnica midié la actividad de union de las proteinas
recombinantes, demostrando que sin rapamicina no aumentaban su tamafo, y que al
agregar la rapamicina las proteinas de fusion con FKBP y FRB duplicaron su tamafio de
particula. Verificando asi que existe una unién entre dimeros solo en presencia de la
rapamicina.

Sobre el disefio y obtencién de los ARN guia, se puede afirmar que se obtuvieron los
ARN guias disefiados gracias al método utilizado en este proyecto, el cual es una forma
més econOmica, simple y efectiva para producirlos in vitro en comparacion con la compra
comercial de los ARN guia directamente. Ademas de que te da la oportunidad de variar la

secuencia objetivo y dirigirlos a cualquier sitio especifico sobre el templado de ADN.
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10. PERSPECTIVAS Y AVANCES

En este proyecto falto la realizacion de los ensayos DLS entre las proteinas de fusion
dCas9 — FKBP y dCas12a —FRB; dCas9 — FRB y dCas12a —FKBP por falta de tiempo. Al
igual que falté agregar la union de los dimeros con la rapamicina y el templado de ADN, ya
gue los experimentos realizados no demostraron los resultados que se esperaban. Sin
embargo, el siguiente paso que se propone realizar es los ensayos de DLS faltantes, asi
como la realizacion de diferentes experimentos EMSA variando sus condiciones (cambiar
las distancias entre proteinas conjugadas, modificar concentraciéon de: ADN, proteina
recombinante, ARNg, sales, temperatura, tiempo de reaccién), al igual que se propone
variar el tamafo del templado de ADN a uno mas pequefio ya que el templado usado era
muy grande y era imperceptible el cambio. Todos estos cambios se proponen para observar
gue factor influye en la eficiencia de unién de las proteinas con el ADN y la Rapamicina.
También se propone realizar otros experimentos como el de AFM y de cortinas de ADN con
las proteinas recombinantes para poder verificar si existe interaccién molecular entre ellas.
De acuerdo con lo anterior, a continuacién, se exponen algunos avances que se han
realizado.

Los ensayos de DLS se realizaron también para la fusién de proteinas dCas9-FKBP
+ dCasl2a- FRB, dCas9-FRB + dCasl2a- FKBP y los resultados fueron positivos.
Demostrando asi que también tienen el mismo comportamiento de duplicar el tamafio de
particula al agregar la rapamicina solo cuando esta en presencia de los dimeros.

Los ensayos EMSA se realizaron con las proteinas dCas9 y dCas12a purificadas, es
decir sin tener los dominios FKBP y FRB, utilizando otro templado mas pequefio para
verificar la uniéon al ADN. Demostrando resultados positivos en su union (Arroyo Rabasa,
2021). Por lo que se intuye que se podria ensayar la union de las proteinas recombinantes
al ADN con un templado mas corto para verificar su interaccion.

Ademas, cabe agregar que la proteina dCasl2a — FKBP de nuestro colaborador
Calcines-Cruz fue utilizada para la realizacion de ensayos de union a cortinas de ADN con
un tamafio de 48.5 kbp y mdltiples sitios de unién a dCas12a, demostrando asi que la union

de las proteinas de fusion al ADN es posible (Calcines-Cruz et al., 2021).
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12. ANEXO 1

-pil
Epcaig?s ?I_J'_ b:ﬂﬂﬁ T7 promoter

RES

GxHis

Figura 39. Mapa secuencial del plasmido SpCas9-pMJ806 (dCas9).

AmpR promoter TF promotar
REBS
GxHis
thrombin site
Strep-Tag Il
Strep-Tag 11

Hish-TwinStrep-SUMO-AsCpfl-3xFLAG

10,076 bp

tet promcter
Figura 40. Mapa secuencial del plasmido His6-TwinStrep-SUMO-AsCpfl-3xFLAG
(dCasl12a)
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ANEXO 1

ac operator

ac operator

Figura 41. Mapa secuencial del plasmido TW16-pGEX-2T-FKBP (FKBP12)
14 Gperaten

. ;.‘m “"‘0{:
\' ;\;F' iﬁ:‘_r:u %P

'5_;\.‘?
de % Lol A
f}- ..5»..":!i ) %

TWI1G pGEX-2T FRE
S246 bp

Figura 42. Mapa secuencial del plasmido TW16 pGEX-2T FRB (FRB)
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ANEXO 1

Tabla 8. Oligonucleétidos usados en la PCR para dCas9 y dCas12a

Nombre Secuencia5” - 3’
Fwd | TCATTAGGTACCTACCATGATTTGC

2((::6:9_ Rev ATAGAAGCGGCCGCTTCCACCAGCAGCGTCACCTCCTAGCTGACTCAAAT

C

dCasl2 | Fwd | TTCCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAG

a_PCR Rev ATAGAAGCGGCCGCTTCCACCAGCAGCATTGCGCAGTTCCTGAATATATG
Tabla 9. Oligonucleétidos usados en la PCR para dCas9 y dCasl12a

Nombre Secuenciab -3’

FKBP_ | Fwd | AGTAGAGCGGCCGCGGTGGTATGGGAGTGCAGGTGGAAAC

PCR Rev | AGTAGACTCGAGTCATTCCAGTTTTAGAAGCTCCAC

FRB_ Fwd | AGTAGAGCGGCCGCGGTGGTCGAGTGGCCATCCTCTGG

PCR Rev AGTAGACTCGAGCTACTGCTTTGAGATTCGTCGG

63




ANEXO 1

NNNNNN NNN NN NN N NN[TCG GGCTTTGTTAGCAGCCGGATCTCAGTGGTGGTGGTGGTGGT

CATAAACTTAAAGGGCTTGTTTCTGTCCCGGGAGGAATCAAATTTCTTTCCATCTTCAAGC

AAAAAAAAAAAAA‘AAAA‘AAAAAQQAAAAAllA[QlAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

SRS’ i 3

290

ATCCCGGTGTAGTGCACCACGCAGGTCTGGCCGCGCTTGGGGAAGGTGCGCCCGTCTCCT

CTCCTAGCTGACTCAAATCAATGCGTGTTTCATAAAGACCAGTGATGGATTGATGGATAAG

A‘ll‘AAA“AAALAAAAAAAAAAA‘AAAAAQAAAA‘AAAA{AAAAA‘AAAAgA“AKA

430

AGTGGCATCTAAAACTTCTTTTGTAGACGTATATCGTTTACGATCAATTGTTGTATCAAAA

TATTTAAAAGCAGCGGGAGCTCCAAGATTCGTCAACGTAAATAAATGAATAATATTTTCT

550 560 570 580 590 600
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ANEXO 1

GCTTGTTCACGTATTGGT TTGTCTCTATGT T TTGT TATATGCACTAAGAACTTTATCTAAAT

920 930 940 950 960 970

TTTAGC TTCTAAAAAGTCAATCGGATTTTT

0000 0000kl

980 990 1000

Figura 43. Secuenciacion del segmento de dCas9 — FKBP (~1000 pares de base).
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ANEXO 1

GGAAAGAAGTTCCTTTGAA@AAAATCCGATTGACTTTTT5GAAGCTAAA96ATATAAGG?AGTTAAAAAA
A . s } N + N A 1

. | S L} - L o .

T ) TSR B I S L =
CCTTTCTTCAAGGAAACTﬂTTTTTAGGCTAACTGAAAAATCTTCGATTTCCTATATTCCTTCAATTTTTT

TTTTTAGGCTAACTGAAAAATCTTCGATTTCCTATATTCCTTCAATTTTTT
1170 1175 1180 11 1190

E R S S F E K N P 1 D F L E A K G Y K E V K K

Cas9

GACTTAATC?TTAAACTAC?TAAATATAGTCTTTTTGAGITAGAAAACG?TCGTAAACG?ATGCTGGCT?

+ T + T + T + T t 1 + T +

1
CTGAATTAGTAATTTGATGGATTTATATCAGAAAAACTCAATCTTTTGCCAGCATTTGCCTACGACCGAT

CTGAATTAGTAATTTGATGGATTTATATCAGAAAAACTCAATCTTTTGCNAGCATTTGCCTACGACCGAT
1195 " . 1200 " " 1205 1210 " L1215
D L 1§ 1 K L P K Y. S L E: E L E N G R K R M L A

Cas9

GTGCCGGAGAATTACAAAAAGGAAATGAGCTGGCTCTGCCAAGCAAATATGTGAATTTTTTATATTTAGC
3 ] + } 3 1 + } 3 } + J 3 1
1 L 1 L

+ + + + + { + T + T
CACGGCCTCTTAATGTTTTTCCTTTACTCGACCGAGACGGTTCGTTTATACACTTAAAAAATATAAATCG
CACGGCCTCTTAATGTTTTTCCTTTACTCGACCGAGACGGTTCGTTTATACACTTAAAAAATATAAATCG

L L1220 L L L1225 L " 1230 L L1235 "

S A G E L K G N E L A L P S K Y Vv N F L Y L A

Cas9

TAGTCATTATGAAAAGTTGAAGGGTAGTCCAGAAGATAACGAACAAAAACAATTGTTTGTGGAGCAGCAT

+ + +

ATCAGTAATACTTTTCAACTTCCCATCAGGTCTTCTATTGCTTGTTTTTGTTAACAAACACCTCGTCGTA

ATCAGTAATACTTTTCAACTTCCCATCAGGTCTTCTATTGCTTGTTTTTGTTAACAAACACCTCGTCGTA
12 ' L 1250 L o 1255 L L 1260 L

S H ¥ E K L K G S P E D N E K L F Vv E H

Cas9

AAGCATTATTTAGATGAGATTATTGAGCAAATCAGTGAATTTTCTAAGCGTGTTATTTTAGCAGATGCCA
1 1 1 1 1 I I

= T
TTCGTAATAAATCTACTCTAATAACTCGTTTAGTCACTTAAAAGATTCGCACAATAAAATCGTCTACGGT

TTCGTAATAAATCTACTCTAATAACTCGTTTAGTCACTTAAAAGATTCGCACAATAAAATCGTCTACGGT
L L1265 L L L1270 " L L1275 L

. . 1280 . @, .
K ®H ¥ L b B 1 I E ©Q I S E E S K R ¥ I L A D A

Cas9

ATTTAGATAAAGTTCTTAGTGCATATAACAAACATAGAGACAAACCAATACGTGAACAAGCAGAAAATAT

TAAATCTATTTCAAGAATCACGTATATTGTTTGTATCTCTGTTTGGTTATGCACTTGTTCGTCTTTTATA
TAAATCTATTTCAAGAATCACGTATATTGTTTGTATCTCTGTTTGGTTATGCACTTGTTCGTCTTTTATA
1290

L1295 L . 1300 1305,

N L D K vV L S A ¥ N K H R D K 54 1 R E Q A E N 1

Cas9

TATTCATTTATTTACGTTGACGAATCTTGGAGCTCCCGCTGCTTTTAAATATTTTGATACAACAATTGAT

ATAAGfAAATAAATGcAACTGCTTAGAACCTcGAGGGCGACGAAAATTTATAAAACfATGTTGTTAACTA

ATAAGTAAATAAATGCAACTGCTTAGAACCTCGAGGGCGACGAAAATTTATAAAACTATGTTGTTAACTA
1310 s L L1315 L s 1320 L s o 1325 s L L1330 L
1 H 1 5 T L T N L G A P A A F K h & F D T T 1 D

Cas9

CGTAAACGATATACGTCTACAAAAGAAGTTTTAGATGCCACTCTTATCCATCAATCCATCACTGGTCTTT

FGCATTTGCTATATGCAGATGTTTTCTTCAAAATCTACGGTGAGAATAGGTAGTTAGGTAGTGACCAGAAA
GCATTTGCTATATGCAGATGTTTTCTTCAAAATCTACGGTGAGAATAGGTAGTTAGGTAGTGACCAGAAA
L L1335 L1355

R K R Y T S T K E vV L D A T L 1 H S 1 i G E

Cas9

>

>

>

>

>

>

7560

7630

7700

7770

7840

7910

7980

8050
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ANEXO 1

ATGAAACACGCATTGATTTGAGTCAGCTAGGAGGTGACgctgctggtggaaGCGGCCGCtl;gtggtatgg?

TACTTTGTGCGTAACTAAACTCAGTCGATCCTCCACTGcgacgaccaccttCGCCGGCGccaccataccc

TACTTTGTGCGTAACTAAACTCAGTCGATCCTCCACTGCGACGACCACCTTCGCCGGCGCCACCATACCC

" " L1360 s L 13 L . N

Y E E R 1 D L S Q I G G D A A G G S G R G G M G
------------ (in frame with Cas9) =«ececeuep

Cas9 FKBP-V

agtgcaggtggaaaccatctccccaggagacgggcgcaccttccccaagcgcggccagacctgcgtggtg

tcacgtccacctttggtagaggggtcctctgcccgcgtggaaggggttcgcgccggtctggacgcaccac
TCACGTCCACCTTT@I’AGAGGGGTCCTCTGCCCGCGTGGAAGGGGTTCGCGCCGGTCTGGACGCACCAC
5 10 15 20

\ Q vV E T 1 S P G D G R T F P K R G Q £ C vV \

FKBP-V

cactacaccgggatgcttgaagatggaaagaaagttgattcctcccgggacagaaacaagccctttaagt

- -
gtgatgtggccctacgaacttctacctttctttcaactaaggagggccctgtctttgttcgggaaattca

GTGATGTGGCCCTACGAACTTCTACCTTTCTTT@AACTAAGGAGGGCCCTGTCTTTGTTCGGGAAATTCA
25 30 40 45

H Y T G M L E D G K K vV D S S R D R N K P F K

FKBP-V

ttatgctag caagcagga gtgatccga gctgggaagaaggggttgcccagatgagt tgggtcaga
! ? ! ! {

aatacgatccgttcgtcctccactaggctccgacccttcttccccaacgggtctactcacacccagtctc
AATACGATCCGTTCGTCCTCCACTAGGCTCCGACCCTTCTTCCCCAACGGGTCTACTCACACCCAGTCTC
20

F M L G K E \ 1 R G W E E G \ A M S vV G R

>

FKBP-V

agccaaactgactatatctccagattatg(l:ctatggtgccactgggcacccaggcatcatcccaccacat
3 1 " ' 3 e ' 5 ' 3 ' 3 1

1 L L) L 1 L L
tcggtttgactgatatagaggtctaatacggataccacggtgacccgtgggtccgtagtagggtggtgta
TCGGTTTGACTGATATAGAGGTCTAATACGGATACCACGGTGACCCGTGGGTCCGTAGTAGGGTGGTGTA

80

" L L L n L L " " L " L L L L s s L "

A K L T 1 S P D X A Y G A T G H P G 1 1 P P H

>

FKBP-V

gccactctcgtcttcgatgtggagcttctaaaactggaatgaCTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAG

cggtgagagcagaagc tacacctcgaagattttgaccttactGAGCTCGTGGTGGTGGTGGTGGTGACTC
CGGTGAGAGCAGAAGCTACACCTCGAAGATTTTGACCTTACTGAGCTCGTGGTGGTGGTGGTGGTGACTC
95 00 05 5

s s - | n PR { L 1 L

A T L \ F D \ E L L K L E H H H H H ®#

FKBP-V

ATCCGGCTGCTAACAAAGCCCGAAAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCGCTGAGCAATAACTAGCATA

TAGGCCGACGATTGTTTCGGGCTTTCCTTCGACTCAACCGACGACGGTGGCGACTCGTTATTGATCGTAT
TAGGCCGACGATTGTTTCGGGCT

T7 terminator

ACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTGCTGAAAGGAGGAACTATATCCGGATTGGCG

" 1 " L i L " L " L i L i 1

+ } + { + 1 + T t t + T t T

TGGGGAACCCCGGAGATTTGCCCAGAACTCCCCAAAAAACGACTTTCCTCCTTGATATAGGCCTAACCGC
T7 terminator |

8120

8190

8260

8330

8400

8470

8540

8610

Figura 44. Alineamiento de la secuencia dCas9 — FKBP (~1000 pares de base).
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ANEXO 1

N NNNNN NNNNN] ¢ TN c [NJT TC 6 66CTTTGTTAGCAGCCG GATCTCAGTGGT G GTGGT G

GTGGTGC TCGAGCTACTGCTTTGAGATTCGTCGGAACACATGATAATAGAGGTCCCA

60 70 80 90 100 110

GGCTTGGGTGAGGTCCTTGACATTCCCTGATTTCATGTACTTCCTGCACCACTCTT

GGGCCTCCATTAAATCTCGACCATAGGCCTGATTAAAGGATGTTTCCTTCAGAGTC

‘AAAAAAAAAAAAAAAA‘AAAAAAAA‘AAAA‘AAAAAA‘A&‘AAAAAAAQgA‘AA

170

TGGGGGCCCCGTTCCATCATAGCATGCAAGGGCTCCAGCACCTCAAACATGCCTTT

A‘lAA}AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA‘KAAAAAAAAAAAAAAAAAA‘AAAA

CACGTTCCTTTCCCCAAAGTACAAACGAGATGCCTCTTCCAGGCCTTCATGCCACAT

CTCCTAGCTGACTCAAATCAATGCGTGTTTCATAAAGACCAGTGATGGATTGATGG

400 E 410 420 ) 430 ) 440 450

ATAAGAGTGGCATCTAAAACTTCTTTTGTAGACGTATATCGTTTACGATCAATTGT

460 470 480 490 500

TGTATCAAAATATTTAAAAGCAGCGGGAGCTCCAAGATTCGTC CAACGTAAATAAAT

510 520 530 540 550 560
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ANEXO 1

GARBTITAATATTITCIGCECTTGETCACGTAT F6GT TTIGTCTETEC  TATGCT 56 T.TATAT GCGAC

570 580 590 600 610

TAAGAACTTTATCTAAATTGGCATCTGC TAAAATAACACGCTTAGAAAATTCACTG

620 630 640 650 660 670

GTTCGTTATCTTCTGGACTACCCT T TCAACTTTTCATAATGACTAGCTAAATATAAAAA

(00200020 o00e AN ™00 006A0C 000

74

ATTCACATATTTGCTTGGCAGAGCCAGCTCAT TTCCTTTTTGTAATTCTCCGGCACTA

910 ) 920 ) 930 - o 940 950 ) o 960

TTTTTCAAA GGAACTT C TTTCCATAA TTGTGAT C@

970 980 990 1000

Figura 45. Secuenciacion del segmento de dCas9 — FRB (~1000 pares de base).
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ANEXO 1

AGGGATCACAATTATGGAAAGAAGTTCCTTTGAAAAAAATCCGATTGACTTTTTAGAAGCTAAAG
f s L : ! N N : L s ! s 1

TCCCTAGTGTTAATACCTTTCTTCAAGGAAACTTTTTTTAGGCTAACTGAAAAATCTTCGATTTC

1165 L ' 1170 L L 1175 L L L1180 L L L1185
G 1 T: 1 M E R S S F E K N P 1 D F L E A K
Cas9

GATATAAGGAAGTTAAAAAAGACTTAATCATTAAACTACCTAAATATAGTCTTTTTGAGTTAGAA
3 1 : 1 3 1 3 1 3 1 3 1 3

+ t + ) + t + 1 + t + t +
CTATATTCCTTCAATTTTTTCTGAATTAGTAATTTGATGGATTTATATCAGAAAAACTCAATCTT

s L L L1190 L L L1195 L L L1200 L L y 1205 L
G Y K E \ K K D L 1 2 K L P, K Y S L F E L E

Cas9

AACGGTCGTAAACGGATGCTGGCTAGTGCCGGAGAATTACAAAAAGGAAATGAGCTGGCTCTGCC
L " 1 8 L " I " 1 L I

T L T L T L T L T L T L T

TTGCCAGCATTTGCCTACGACCGATCACGGCCTCTTAATGTTTTTCCTTTACTCGACCGAGACGG

s L1210 s L 1215 L L L1220 L L L1225 L I L
N G R K R M L A S A G E L Q K G N E L A L P
Cas9

AAGCAAATATGTGAATTTTTTATATTTAGCTAGTCATTATGAAAAGTTGAAGGGTAGTCCAGAAG
1 1 I 1 1 1

+ n + + n + A
+ T + T + T + T + T + 1 +

TTCGTTTATACACTTAAAAAATATAAATCGATCAGTAATACTTTTCAACTTCCCATCAGGTCTTC

1230 L L L1235 L ! L1240 ' L L1245 L L 11250
S K Y: Vv N F L ¥, L A S H Y- E K L K G S P E
Cas9

ATAACGAACAAAAACAATTGTTTGTGGAGCAGCATAAGCATTATTTAGATGAGATTATTGAGCAA
1 il I Il 1 il Il

t T t T t T + T + T +

L T
TATTGCTTGTTTTTGTTAACAAACACCTCGTCGTATTCGTAATAAATCTACTCTAATAACTCGTT
L n L1255 s L L1260 L s L1265 L s L1270 L

D N E Q K Q L F V Q H K H

Cas9

ATCAGTGAATTTTCTAAGCGTGTTATTTTAGCAGATGCCAATTTAGATAAAGTTCTTAGTGCATA
3 J 3 1 " 'l " } 3 } 4 J "

L 1 = L} L) L L
TAGTCACTTAAAAGATTCGCACAATAAAATCGTCTACGGTTAAATCTATTTCAAGAATCACGTAT

L L1275 L L L1280 L L1285 s L1290 L L

Cas9

TAACAAACATAGAGACAAACCAATACGTGAACAAGCAGAAAATATTATTCATTTATTTACGTTGA
} } l I ] } J

T ¥ T T T T T ¥ T T T T T

ATTGTTTGTATCTCTGTTTGGTTATGCACTTGTTCGTCTTTTATAATAAGTAAATAAATGCAACT

1300 L n 1305 s L 1310

1 L L L1315
K H R D K P 1 R E Q A E N I 1 H L F

Cas9

CGAATCTTGGAGCTCCCGCTGCTTTTAAATATTTTGATACAACAATTGATCGTAAACGATATACG

GCTTAGAACCTCGAGGGCGACGAAAATTTATAAAACTATGTTGTTAACTAGCATTTGCTATATGC
L L 1320 ' L L L 1325 L L L L 1330 L L L 1 1315 ! L

7540

7605

7670

7735

7800

7865

7930

7995

—>

Cas9
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ANEXO 1

TCTACAAAAGAAGTTTTAGATGCCACTCTTATCCATCAATCCATCACTGGTCTTTATGAAACACG
1 3 1 + } 3 I 3 1 3 . 3 J
1 + 1 + } + 1 + T + T + T

AGATGTTTTCTTCAAAATCTACGGTGAGAATAGGTAGTTAGGTAGTGACCAGAAATACTTTGTGC

L L L L1345 L L L1350 s L L1355 L
S \ L D A T L 1 H Q S 1  § G L Y E

T R
P

Cas9

L1340
T K E

CATTGATTTGAGTCAGCTAGGAGGTGACQCtgctggtggaaGCGGCCGngtggtCGAGTGGCCA

GTAACTAAACTCAGTCGATCCTCCACTGCgacgﬂccaccttCGCCGGCGccaccaGCTCACCGGT

1360 | n . 1365 L s -1 .
1 D L S Q L G G D A A G G S G R G G R \2 A

............ (in frame with Cas9) ’ >

Cas9

TCCTCTGGCATGAGATGTGGCATGAAGGCCTGGAAGAGGCATCTCGTTTGTACTTTGGGGAAAGG

AGGAGACCGTACTCTACACCGTACTTCCGGACCTTCTCCGTAGAGCAAACATGAAACCCCTTTCC
5 ‘ . ‘ 1 10 : | . | 15 A 1 A . ZO ‘ . A | 25

—>

AACGTGAAAGGCATGTTTGAGGTGCTGGAGCCCTTGCATGCTATGATGGAACGGGGCCCCCAGAC
4 ' " ' 4 } " 1 " L i
+ t + t + { + t + t + t +
TTGCACTTTCCGTACAAACTCCACGACCTCGGGAACGTACGATACTACCTTGCCCCGGGGGTCTG
L L L .30 s L L 35 L 1 L 40 L s 45
K G F E \ H A M E R G

N v M E P M P Q T
. R

TCTGAAGGAAACATCCTTTAATCAGGCCTATGGTCGAGATTTAATGGAGGCCCAAGAGTGGTGCA
} " ' " I 3 Il " 1 " 1 3 I

T ¥ T L T t T ¥ T ¥ T ¥ T
AGACTTCCTTTGTAGGAAATTAGTCCGGATACCAGCTCTAAATTACCTCCGGGTTCTCACCACGT
L " 50 L L L L 55 L L L L 60 1 L L L 65 L L L
L K E T S F N Q G D E M E A Q E w C
>
GGAAGTACATGAAATCAGGGAATGTCAAGGACCTCACCCAAGCCTGGGACCTCTATTATCATGTG
3 ' 3 1 3 ' 3 L 3 '} 3 ' "
+ t + 1 + t + t + t + t +
CCTTCATGTACTTTAGTCCCTTACAGTTCCTGGAGTGGGTTCGGACCCTGGAGATAATAGTACAC
n 70 L L L L 75 L L L 80 L L L L BS L L 90

—>

TTCCGACGAATCTCAAAGCAGTAGCTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGCTGCTAA
' + L 3 } " 1 " 1 " } " 'l
L 1 L] L

t + t + t + + + +
AAGGCTGCTTAGAGTTTCGTCATCGAGCTCGTGGTGGTGGTGGTGGTGACTCTAGGCCGACGATT

F

Q|

o
Pl
w
=

CAAAGCCCGAAAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCGCTGAGCAATAACTAGCATAACCCCTTG

4!
GTTTCGGGCf‘hCCTTCGACTCAACCGACGACGGTGGCGACTCGTTATTGATCGTATTGGGGAAC
[ T7 terminator

GGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTGCTGAAAGGAGGAACTATATCCGGATTGGCGAAT
1 } I I 1 1 Il

T T
CCCGGAGATTTGCCCAGAACTCCCCAAAAAACGACTTTCCTCCTTGATATAGGCCTAACCGCTTA

T7 terminator |

8060

8125

8190

8255

8320

8385

8450

8515

8580

Figura 46. Alineamiento de la secuencia dCas9 — FRB (~1000 pares de base).
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ANEXO 1

W] [NNNN [NNN c [NNJC TTTCG G6CCTCGAGTCAT TCCA GT TTTA GAAGCTCCACATC

CTTCTTCCCAGCCTCGGATCACCTCCTGCTTGCCTAGCATAAACTTAAAGGGCTTG

170 180 190 200 210 220

TTTCTGTCCCGGGAGGAATCAAATTTCTTTCCATCTTCAAGCATCCCGGTGTAGTGC

230 240 250 260 270 280

ACCACGCAGGTCTGGCCGCGCTTGGGGAAGGTGCGCCCGTCTCCTGGGGAGATAGT

CTCCACCTGCACTCCCATACCACCGCGGCCGCTTCCACCAGCAGCATTGCGCAGTT

CCTGAATATATGCTAACCAATCCTGATTAGAGATGCCATTTTGAAGTTTCAGATCCT

TAGATTCTTTCAGATGATTCAGCAGTAACTGACCTTTCAGCGCAATATGATAGGCG

CCATTGGCATCGGCATCCATCGGCCATTCCGGATTCTGAAAGCGACTATC CAAAGCA




ANEXO 1

CACACCATTCAGATCACGAACCGGACTATTGATATAATCTTCGCCCGTAGCCGCAT

SSROGpE - Mo = o 980 ) 990 Pt ~ 1000

Figura 47. Secuenmamon deI segmento de dCasl12a — FKBP (~1000 pares de base).
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ANEXO 1

acattttct gaaggcttt attttctgcattatgatgttaaaacgggc attttatcttacattttaa
{ ? { §

tgtaaaagaccttccgaaactaaaagacgtaatactacaattttgcccgctaaaatagaatgtaaaattc

CTAAAAGACGTAATACTACAATTTTGCCCGCNAAA[hAGAATGTAAAATTC
" N um ﬁ

>

atgaatcgtaatcttagttttcagcgtggcttaccgggttttatgccggcttgggatattgtgtttgaaa

tacttagcattagaatcaaaagtcgcaccgaatggcccaaaatacggccgaaccctataacacaaacttt
TACTTAGCATNAGAATCAAAAGTCGCACCGAATGGCCCAAAATACGGCCGAACCCTATAACACAN:bTTT

m_>

agaacgaaafccagtttgaEgccaaaggt?caccgtttaftgcaggtaa?cgcattgttfcagtgatcg?
+ t + t + t + t + t + t + t

tcttgctttgggtcaaactacggtttccatgtggcaaataacgtccatttgcgtaacaaggtcactagct
TCTTGCTTTGGGTCAAACTACGGTTTCCATGTGGCAAATAACGTCCATTTGCGTAACAAGGTCACTAGCT

m>

aaatcatcgctttacgggtcgttatcgcgatctgtatccagccaatgagttaattgctctgttagaagaa

tttagtagcgaaatgcccagcaatagcgctagacataggtcggttactcaattaacgagacaatcttctt
TTTAGTAGCGAAATGCCCAGCAATAGCGCTAGACATAGGTCGGTTACTCAATTAACGAGACAATCTTCTT
1170 1175 . 1180 1185

N H R F T G R X R D L ¥ P A N E L 1 A L L E

E
AsCpf1 >

aaaggtattgtgtttcgtgatggtagtaatatcttacctaaactgctggaaaatgatgatagtcatgcca

tttccataacacaaagcactaccatcattatagaatggatttgacgaccttttactactatcagtacggt

TTTCCATAACACAAAGCACTACCATCATTATAGAATGGATTTGACGACCTTTTACTACTATCAGTACGGT

—e 290 . .oM9s . 1200 . . .. 1205 . . .. 1210 .,
¥ 6 1 vV F R D G S N 1 L P K L L € N D D 'S H A

AsCpf1 >

tcgatacaatggttgccctgattcgtagc9tgctccaaatgcgcaatagtaatgcggctacgggcgaaga

agctatgttaccaacgggactaagcatcgcacgaggtttacgcgttatcattacgccgatgcccgcttct
AGCTATGTTACCAACGGGACTAAGCATCGCACGAGGTTTACGCGTTATCATTACGCCGATGCCCGCTTCT
1215 1235

1 LR M 4 A L 1 R S \ L M R N S N A A T G _E D

ttatatcaatagtccggttcgtgatctgaatggtgtgtgctttgatagtcgctttcagaatccggaatg?

nltat-gttatcnggccnngcnct-gncttncclc-cncga:nctntc-gcglnngtcttaggccttncc
AATATAGTTATCAGGCCAAGCACTAGACTTACCACACACGAAACTATCAGCGAAAGTCTTAGGCCTTACC

“>

ccgatggat?ccgatgccaatggcgcctatcatattgcgctgaaaggtcagttactgct?aatcatctga

ggctncctncggctncggttaccgcggutagtntnacgcgnctttccugtcautgacgacttugtagact
GGCTACCTACGGCTACGGTTACCGCGGATAGTATAACGCGACTTTCCAGTCAATGACGACTTAGTAGACT

“>

aagaatctaaggatctgaaacttcaaaatggcatctctaatcaggattggttagcatatattcaggaact

ttcttagattcctaguctttgnagttttaccgtagaquttagtcctaaccnatcgtatataagtccttga
TTCTTAGATTCCTAGACTTTGAAGTTTTACCGTAGAGATTAGTCCTAACCAATCGTATATAAGTCCTTGA

e e —

4200

4270

4340

4410

4480

4550

4620

4690

4760
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ANEXO 1

gcgcaatgctgetggtggaaGCGGCCGCygtggtatgggagtgcaggtggaaaccatctccccaggagac
i L e L i L L i e L " L
+ . + T + T + T + T + T + T 4830
cgcgttacgacgaccaccttCGCCGGCGecaccataccctcacgtccacctttggtagaggggtcectetg
CGCGTTACGACGACCACCTTCGCCGGCGCCACCATACCCTCACGTCCACCTICTGANAGAGGGGTCCTCTG

1

—_— . s L
R N A A G G S G R G G M G \' Q V E T 1 S P G D

) - (e i 664 - N >

3xFLAG FKBP-V

gggcgcaccttccccaagegeggecagacctgegtggtgcactacaccgggatgcttgaagatggaaaga
+ 4 - : + - + 4 = 1 ¥ + + - 4900
cccgecgtggaaggggttcgegecggtctggacgcaccacgtgatgtggeccctacgaacttctacctttet

CCCGCGTGGAAGGGGTTCGCGCCGGTCTGGACGCACCACGTGATGTGGCCCTACGAACTTCTACCTTTCT

L L L 15 " L L 20 L L L 25 s L L L 30 L L L L
G R i F P K R G T C vV vV H X T G M L E D G K

FKBP-V

aagttgattcctcccgggacagaaacaagccctttaagtttatgctaggcaagcaggaggtgatccgagg
¢ ¥ + + - 4970

ttcaactaaggagggccctgtctttgttcgggaaattcaaatacgatccgttcgtcctccactaggctcc
TT@ACTAAGGAGGGCCCTGTCTTTGTTCGGGAAATTCAAATACGATCCGTTCGTCCTCCACTAGGCTCC
35

s n 40 " " L 45 n " n S50 n " - n

K \ D S S R D R N K 4 F K F M L G K Q E \ I R G

FKBP-V

ctgggaagaaggggttgcccagatgagtgtgggtcagagagccaaactgactatatctccagattatgcc
+ 5040

gacccttcttccccaacgggtctactcacacccagtctctcggtttgactgatatagaggtctaatacgg
GACCCTTCTTCCCCAACGGGTCTACTCACACCCAGTCTCTCGGTTTGACTGATATAGAGGTCTAATACGG
80

L i L L H L L L L L L " n L L L

W E E G vV A M S \ G R A K L y 7 1 S P D Y A

FKBP-V
tatggtgccactgggcacccaggcatcatcccaccacat9ccactctcgtcttcgatgtggagcttctaa

5110

ataccacggtgacccgtgggtccgtagtagggtggtgtacggtgagagcagaagctacacctcgaagatt
ATACCACGGTGACCCGTGGGTCCGTAGTAGGGTGGTGTACGGTGAGAGCAGAAGCTACACCTCGAAGATT
90 95 00

s " i " n L n f " P { " "

Y G A T G H P G 1 1 P P H A T L \ F D V E L L

Vv

FKBP-V

aactggaat9aCTCGAchccgaaaggaagctgagttggctgctgccaccgctgagcaataactagcata

5180
ttgaccttactGAGCTchggctttckttcgactcaaccgacgacggtggcgactcgttattgatcgtat

TTGACCTTACTGAGCTCCGGGCTTTC
0.
K E

FKBP-V T7 terminator

accccttgg9gcctctaaacgggtcttgaggggttttttgctgaaaggaggaactatatccggatatccc
+ } + + + t + 1 + { + } + t 5250

tggggaaccccggagatttgcccagaactccccaaaaaacgactttccteccttgatataggectataggg

T7 terminator ]

Figura 48. Alineamiento de la secuencia dCasl2a — FKBP (~1000 pares de base).
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ANEXO 1

Iy sm, Nnnvmmm] T ¢ [N T TC6 GRCTCGAGCTACTGCTTTGAGATTCGTCG GAACACATGATAATAGAGG

‘;uumu WA MM W

3

TCCCAGGCTTGGGTGAGGTCCTTGACATTCCCTGATTTCATGTACTTCCTGCACCACTCTTGGGCCTC

TAGCATGCAAGGGCTCCAGCACCTCAAACATGCCTTTCACGTTCCTTTCCCCAAAGTACAAACGAGAT!

thmhxAmmnuhumnmmunununnumh

GCCTCTTCCAGGCCTTCATGCCACATCTCATGCCAGAGGATGGCCACTCGACCACCGCGGCCGCTTCC,

MMM AN mhmAhﬂmmnmmmhA

ACCAGCAGCATTGCGCAGTTCCTGAATATATGCTAACCAATCCTGATTAGAGATGCCA

360 370 380 390 400 3

TITTTGCAAGCTFTTFTECAGCGATECTITAGCGAT JETTICAGATEGAT YT CAGLCAGTAARACT GACETTT

410 420 30 430 450 460

CAGCGCAATATGATAGGCGC CATTGGEGCATCGGCATCCATCGGCCATTCCGGATTCT

470 480 v T 490
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ANEXO 1

GAAAGCGACTATC CAAAGCACACACCATTCAGATCACGAACCGGACTATTGATATAA

TACTACCATCACGAAACACAATACCTTT TTTCTTCTAACAGAGCAATTAACTCATTG

&80 700 710 :— e B ———

GCTGGATACAGATC GC GATAACGACCCGTAAAGCGATGATTTTCGATCACTGGAAC

¥ 'AA.A.A'A“A‘A‘A“.L‘ A‘A’A‘A’L“

AATGC GTTTACCTGCAATAAACGGTGTACCTTTGGCATCAAACTGGGTTTCGTTCT®

X ".A‘A A’A.’A‘AQAA’A.A‘A‘A A’A‘,A‘A

830
TTTCA ACACAA TATCCCAA GCC GGCATAAAACCCGGTAAGCCACGCTG AAAACTA

Figura 49. Secuenciacion del segmento de dCasl12a — FRB (~1000 pares de base).
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ANEXO 1

acattttctggaaggcttt9attttctgcattatgatgttaaaacgggcgattttatcttacattttaag

tgtaaaagaccttccgaaactaaaagacgtaatactacaattttgcccgctaaaatagaatgtaaaattc

ctaaaagacgtaatactacaattttgcccgcNaad-tagaatgtaaaattc
. , . 1100 ., L1058 ., all0 . 1S,
H F L H Y D V K T G D F I L H

F L E G F D K
™ S

atgaatcgtaatcttagttttcagcgtggcttaccgggttttatgccggcttgggatattgtgtttgaaa

+ + + + + + +

tacttagcattagaatcaaaagtcgcaccgaatggcccaaaatacggccgaaccctataacacaaacttt

tacttagcatNagaatcaaaagtcgcaccgaatggcccaaaatacggccgaaccctataacaca&Zkttt

“>

agaacgaaacccagtttgatgccaaaggtacaccgtttattgcaggtaaacgcattgttccagtgatcga

tcttgctttgggtcaaactacggtttccatgtqgcaaataacgtccatttgcgtaacaaggtcactagct
tcttgctttgggtcaaactacggtttccatgtggcaaataacgtccatttgcgtaacaaggtcactagct

M>

aaatcatcgctttacgggtcgttatcgcgatctgtatccagccaatgagttaattgctctgttagaagaa

tttagtagcgaaatgcccagcaatagcgctagacataggtcggttactcaattaacgagacaatcttctt

tttagtagcgaaatgcccagcaatagcgctagacataggtcggttactcaattaacgagacaatcttctt
g 3 uﬁ :

T R F A N E L 1 A

Y T S

aaaggtattgtgtttcgtgatggtagtaatatcttacctaaactgctggaaaatgatgatagtcatgcca
" 1 3 ' 3 ' " 1 " ' 4 ' 3 L

L} 1 L} L} L} 1 L}
tttccataacacaaagcactaccatcattatagaatggatttgacgaccttttactactatcagtacggt

tttccataacacaaagcactaccatcattatagaatggatttgacgaccttttactactatcagtacggt
1190 " " 1195 " s 1200 L 1205 " L N

K G 1 vV (2 R D GE S N 1 L P K L L E N D D S H A

AsCpf1 >

tcgatacaatggttgccctgattcgtagc?tgctccaaatgcgcaatagtaatgcggctacgggcgaaga

aqctatgttaccaacqggactaagcatcgcacgaggtttacgcgttatcattacgccgatgcccgcttct
agctatgttaccaacgggactaagcatcgcacgaggtttacgcgttatcattacgccgatgcccgcttct

—_>

ttatatcaatagtccggttcgtgatctgaatggtgtgtgctttgatagtcgctttcagaatccggaatgg

aatatagttatcaqgccaagcactagncttaccacacucgaaactatcagcgaaagtcttaggccttacc

aatatagttatcaggccaagcactagacttaccacacacgaaactatcagcgaaagtcttaggccttacc
i — N et a1 A a . 1255

Y 1 N S P vV R D L N @V C F D S R F N P E W

ccgasggat9ccgafgcca?tggcgccta§cataftgcgftgaa§ggtc?gttaftgctgaatc?tctg?

1 1 L] 1 L} 1 L}
ggctacctacggctacggttaccgcggatagtataacgcgactttccagtcaatgacgacttagtagact
ggctacctacggctacggttaccgcggatagtataacgcgactttccagtcaatgacgacttagtagact
— 1260 . . . . 1265 . . . . 1270 . . . . 1275 . . . . 1280 .

P M D A D A N G A Y H 1 A L K G i L L L N H L

aagaatctaaggatctgaaacttcaaaatggcatctctaatcaggattggttagcatatattcaggaact

ttcttagattcctaqnctttgangttttaccgtagagnttagtcctaaccaatcgtatataagtccttga
ttctcagattcctagactttgaagttttaccgtagagattagtcctaaccaatcgtatataagtccttga

“>

4200

4270

4340

4410

4480

4550

4620

4690

4760

78



ANEXO 1

gcgcaatgctgctggtggaaGCGGCCGngtggtCGAGTGGCCATCCTCTGGCATGAGATGTGGCATGAA
+ + 4830
cgcgttacgacgaccaccttCGCCGGCGccaccaGCTCACCGGTAGGAGACCGTACTCTACACCGTACTT

cgcgttacgacgaccaccttCGCCGGCGccaccaGCTCACCGGTAGGAGACCGTACTCTACACCGTACTT
1 S 10

R N A A G G S G R G G R _V A 1 L W H E M W H E
ACoil gl (in frame Wit 3XFLAG), 14<=-=x=3 ¢ b
3XFLAG

GGCCTGGAAGAGGCATCTCGTTTGTACTTTGGGGAAAGGAACGTGAAAGGCATGTTTGAGGTGCTGGAGC

i L i L i L i 1 3 L i i § i 1

+ 4 + ¥ + 4 + b + J s : + - 4900
CCGGACCTTCTCCGTAGAGCAAACATGAAACCCCTTTCCTTGCACTTTCCGTACAAACTCCACGACCTCG

CCGGACCTTCTCCGTAGAGCAAACATGAAACCCCTTTCCTTGCACTTTCCGTACAAACTCCACGACCTCG
" .15 " 20 " n L2 N N " 30 " s L35

G L E E A S R L ¥ F G E R N \ K G M F E vV L E

FRB >

CCTTGCATGCTATGATGGAACGGGGCCCCCAGACTCTGAAGGAAACATCCTTTAATCAGGCCTATGGTCG

3 1 ) h 8 3 L 3 1 3 L 3 ' T 5 bt

+ } + + + + + ¢ + 4 + } + } 4970
GGAACGTACGATACTACCTTGCCCCGGGGGTCTGAGACTTCCTTTGTAGGAAATTAGTCCGGATACCAGC

GGAACGTACGATACTACCTTGCCCCGGGGGTCTGAGACTTCCTTTGTAGGAAATTAGTCCGGATACCAGC
40 50 L S5

P L H A M M E R G P T L K E T S F N A Y G R

AGATTTAATGGAGGCCCAAGAGTGGTGCAGGAAGTACATGAAATCAGGGAATGTCAAGGACCTCACCCAA

" } " l + J " l " } + ' " '

+ T + 1 + T + T + T t 1 + T 5040
TCTAAATTACCTCCGGGTTCTCACCACGTCCTTCATGTACTTTAGTCCCTTACAGTTCCTGGAGTGGGTT

TCTAAATTACCTCCGGGTTCTCACCACGTCCTTCATGTACTTTAGTCCCTTACAGTTCCTGGAGTGGGTT
— 60 6.

D L M E A E W C R K Y M K S G N \ K D L T: Q

GCCTGGGACCTCTATTATCATGTGTTCCGACGAATCTCAAAGCAGTAGCTCGAGgcccgaaaggaagct?

5110

CGGACCCTGGAGATAATAGTACACAAGGCTGCTTAGAGTTTCGTCATCGAGCTCCgggctttccttcgac
CGGACCCTGGAGATAATAGTACACAAGGCTGCTTAGAGTTTCGTCATCGAGCTCcgggctttccttcgac
85 " L L 95

L 90 L

A W D L Y Y H vV F R R 1 S K

agttggctgctgccaccgctgagcaataactagcataaccccttggggcctctaaacgggtcttgagggg

5180

tcaaccgacgacggtggcgactcgttbttgatcgtattggggaaccccggagatttgcccagaactcccc

tcaaccgacgacggtggcgactcgtt

T7 terminator

Figura 50. Alineamiento de la secuencia dCasl12a — FRB (~1000 pares de base).
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ANEXO

1

Tabla 10. Secuencia objetivo y secuencia constante de las proteinas dCas9 y dCas12a.

Secuencia objetivo dCas9

ARN

5'- AACGGUCCACAAGGUUCUCA-3'

Region constante dCas9

ARN):

5'-GUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUC
CGUUAUCAACUUGAAAAAGUGGCACCGAGUCGGUGCUU-3

Secuencia

objetivo

dCasl2a (ARN)

5’-CCUUGUUCACCUGGUUGACCAGGG-3'

Region

constante

dCasl2a (ARN):

5’-UAAUUUCUACUCUUGUAGAU-3’

Tabla 11. Disefio de oligos para amplificacion de los templados por PCR.

Oligo Secuencia

SgRNA 5 - GAAATTAATACGACTCACTATAGGAACGGTCCACAAGGTTCTCAG
dCas9 Fwd TTTTAGAGCTAGAAATAGC- 3

SgRNA 5- AAAAGCACCGACTCGGTGCCACTTTTTCAAGTTGATAACGGAC
dCas9 Rev TAGCCTTATTTTAACTTGCTATTTCTAGCTCTAAAAC- 3

CrRNA

dCasl12a 5- GAAATTAATACGACTCACTATAGGTAATTTCTACTCTTGTAGAT- 3
Fwd

CcrRNA

dCasl12a 5- CCCTGGTCAACCAGGTGAACAAGGATCTACAAGAGTAGAAATTA- 3
Rev
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