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Introduccion

El sistema CRISPR-Casl2a (anteriormente conocido como Cpfl) es una
poderosa herramienta molecular utilizada para edicion del genoma, diagndstico

molecular y muchas otras aplicaciones tanto biotecnolégicas como biomédicas.>?3

CRISPR-Cas12a posee propiedades importantes que han convertido a este
sistema en una alternativa viable ante el ampliamente usado sistema CRISPR-
Cas9.% El crRNA presente en Casl12a es mas corto que el que se usa en Cas9 (40-
44 vs 100 nucleotidos). Ademas, corta de manera escalonada el DNA de doble
cadena (dsDNA) y presenta una mayor afinidad por las secuencias de dsDNA con
una constante de disociacion (Kp) que se encuentra en el orden de femtomolar.
Aunado a esto, presenta una actividad de corte trans, también conocida como
actividad colateral, contra cualquier DNA de cadena sencilla (ssDNA) que se
encuentre en el medio.>®"® Todas estas caracteristicas convierten a la proteina
Casl2a en una excelente opcion para llevar a cabo investigacion basica o para el

desarrollo biotecnolégico y biomédico.

Debido a la gran cantidad de aplicaciones que presenta el sistema CRISPR-
Casl2a, la produccion a pequefa escala y la obtencién de un alto rendimiento de la
proteina Casl2a resulta ser un asunto de gran interés para muchos laboratorios.
Aunque hoy en dia Casl2a se esta convirtiendo en una proteina ampliamente
utilizada alrededor del mundo, la falta de estudios enfocados en la produccion
recombinante, particularmente a escala de laboratorio es notoria. Diversos grupos
de investigacibn han reportado la produccion recombinante de proteinas
Cas12a%%°1° pero muy pocos estudios se han dedicado a describir protocolos para
la biosintesis de Cas12!'1?2 (particularmente enfocados la proteina Casl2a
proveniente de Francisella novicida, FnCasl2a). Sin embargo, un estudio
sistematico de la expresiéon y produccion de Casl2 y de otros ortélogos relevantes
como AsCasl2a no han sido reportados a la fecha. Por todo esto, el estudio de la
produccion recombinante de las proteinas Casl2a es requerido para facilitar toda
investigacion relacionada con el sistema CRISPR-Cas12a.



En este proyecto estudiamos diversas condiciones que permiten la
biosintesis recombinante de AsCasl2a usando E. coli como nuestro sistema de
expresion y buscamos condiciones optimizadas que permitan mayor expresion. Ya
que encontrar los valores 6ptimos para obtener un mejor rendimiento de expresion
de la proteina AsCasl12a supondria una mayor cantidad de materia prima para llevar
a cabo tanto investigaciones basicas como investigaciones y desarrollo biomédico
y biotecnoldgico. Finalmente comparamos las condiciones optimizadas con las
condiciones que eran utilizadas en un inicio para la produccion heterdloga de esta
proteina. Se evaluaron condiciones tales como el efecto de la cepa de E. coli a
utilizar, la concentracion de IPTG, el medio de cultivo que se utiliza para la
expresion, la suplementacién del medio de cultivo con glucosa y la temperatura de

post-induccion.

Antecedentes
Sistemas CRISPR-Cas

Los sistemas CRISPR-Cas son sistemas inmunes adaptativos de bacterias y
arqueas ya que ayudan a combatir de manera activa los ataques de Agentes
Genéticos Moviles (AGM) extrafios, como lo son los bacteri6fagos.'® El
descubrimiento de este sistema revelo la capacidad de estos microorganismos para
afadir a su genoma secuencias genéticas provenientes de los AGM’s lo cual les
permite generar un intercambio de informacién entre el ambiente y su genoma.*3 Al
integrar dichas secuencias provenientes de los AGM's a los conocidos “arreglos
CRISPR” los organismos que cuentan con este sistema de defensa generan una
memoria de los ataques genéticos extrafios previos, permitiendo una rapida

respuesta a eventos generados por los mismos AGM’s (Figura 1).

La conformacion de los arreglos CRISPR tiene dos elementos de gran
importancia: por un lado, tenemos el CRISPR-locus conformado por repeticiones
las cuales son secuencias cortas y conservadas que se encuentran colocadas de

manera estratégica entre secuencias Unicas conocidas como espaciadores, las



cuales provienen del material genético de los AGMs, por otro lado se encuentran
las secuencias necesarias para la sintesis de las proteinas Cas las cuales llevan a
cabo el proceso de integracion del material genético de los AGMs a los
espaciadores, asi como el corte del material genético exdgeno que es detectado
durante un evento de infeccién tanto en arqueas como bacterias.'* La inmunidad
adaptativa de los procariotas, dada por los sistemas CRISPR-Cas, es conseguida
mediante la formacion de complejos de nucleasas guiadas por RNA gue actian
como complejos efectores que son capaces de detectar la infeccion causada por un
DNA extrafio que haya sido incorporado previamente a los arreglos CRISPR (Figura
1).15
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Figura 1. Esquema general de las etapas que siguen los sistemas CRISPR-Cas. Obtenida de: Paul,
B., & Montoya, G. CRISPR-Casl12a: Functional overview and applications. Biomedical Journal.
(2020):

Los sistemas CRISPR-Cas han sido clasificados en dos clases (clase 1y

clase 2) (Figura 2) dependiendo del numero de proteinas Cas necesarias para la



formacién del complejo ribonucleoproteico (RNP) y han sido subdividos en seis tipos
los cuales van del 1 al 6. Los sistemas de clase 1 (conformados por los tipos I, Il 'y
IV) usan diversas proteinas Cas para formar el RNP encargado de la integracion y
degradacion del material genético de los AGMs mientras que los sistemas de clase
2 (conformados por los tipos Il, V y VI) solo requieren de una sola proteina Cas. ©
Los sistemas de clase 1 han sido identificados tanto en arqueas como en bacterias
y conforman aproximadamente el 90% de los CRISPR-locis identificados hasta hoy,
mientras que los sistemas de clase 2 conforman aproximadamente el 10% restante
de los CRISPR-locis, han sido identificados casi exclusivamente en bacterias y
ensamblan su RNP con un CRISPR RNA (crRNA) el cual contiene la informacién

para detectar una secuencia especifica de DNA y una Unica proteina Cas.'®
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Figura 2. Aproximacion de la clasificacidn de los sistemas CRISPR-Cas y principales caracteristicas

para su jerarquizacién. Imagen obter.ida dz=: Makarova, K. S., Wolf, Y. |., Iranzo, J., Shmakov, S. A,
Alkhnbashi, O. S., Brouns, S. J. J., Charpentier, E., Cheng, D., Haft, D. H., Horvath, P., Moineau, S.,
Mojica, F. J. M., Scott, D., Shah, S. A., Siksnys, V., Terns, M. P., Venclovas, C., White, M. F., Yakunin,
A.F.,Yan, W, ...

2 and derived variants. Nature reviews. Microbiology, 18(2), 67—83. (2020).

Koonin, E. V. Evolutionary classification of CRISPR-Cas systems: a burst of class



Estas proteinas efectoras multidominio logran generar la interferencia
mediante la complementariedad dada entre el crRNA y la secuencia diana posterior
al reconocimiento de la secuencia del Motivo Adyacente al Proto-espaciador (PAM
del inglés Protospacer Adjacent Motif) el cual se encuentra adyacente a la secuencia
del DNA dianal’ y permite la activacion de la actividad nucleasa del complejo RNP,

dando pie al corte del DNA de los AGM’s involucrados en el proceso de infeccion.
Sistemas CRISPR-Cas de Clase 2

La gran versatilidad de los sistemas CRISPR-Cas clase 2 ha llevado a su
aplicacion como una poderosa herramienta de la biologia molecular para diversos
fines como la edicién genética, el diagndstico molecular, la bionanotecnologia, entre
otros. Esto debido a la gran programabilidad que presentan al ser provistos con
crRNA’s disefiados para reconocer especificamente secuencias de interés abriendo
asi una nueva gama de posibilidades para la biologia molecular y otras disciplinas
relacionadas?'®. El sistema de clase 2 que se encuentra mejor caracterizado hoy en
dia es el tipo II-A proveniente de Streptococcus pyogenes el cual usa la proteina
SpCas9 (Figura 3) la cual fue la primera proteina CRISPR que se aplic6 para edicién

genética.t

#de
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Tipo I 3,822 case (] H B
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Figura 3. Representacion esquemética de los sistemas CRISPR-Cas clase dos con una Unica
proteina efectora y sus sitios cataliticos confirmados o predichos. Obtenida de: Pyzocha, N. K., &
Chen, S. Diverse Class 2 CRISPR-Cas Effector Proteins for Genome Engineering Applications. ACS
chemical biology, 13(2), 347-356. (2018).

Mientras que la clase 2 tipo V esta subdivida en 4 subtipos (V-A, V-B, V-C,
V-U), de los cuales al dia de hoy V-C y V-U no cuentan con informacion estructural
relevante ni con una caracterizacion funcional que permita comprender de una mejor
manera su funcionamiento. Por el otro lado V-A contiene a la proteina Casl2a
(conocida previamente como Cpfl) la cual se encuentra bien caracterizada debido
la existencia de mdltiples estructuras de alta resolucion que permitieron un mejor

entendimiento de su funcionamiento y conformacioén estructural (Figura 3).8
AsCasl2a (Cpfl)

La endonucleasa AsCasl12a se encuentra clasificada como parte del sistema
CRISPR-Cas clase 2 tipo V esto debido a que es la Unica proteina efectora que es
utilizada para el corte del DNA. Dicha proteina forma un RNP junto con un crRNA
(también llamado RNA guia o gRNA) el cual guia al complejo RNP para realizar un
corte altamente especifico de las dos hebras de DNA posterior a la unién de alta
afinidad que ocurre entre el complejo RNP y el dsDNA, cuyo Kp es de 54 fM.5>10

A f | 1 |
0 500 1000 1500
Labula REC Sitio de Interaccion
RuvC-l L1 L2 del PAM
il Tipo H-A
Cas9 . [ SpCas9 de Streptococcus
e pyogenes
BH REC RuvC-ll HNH RuvC-ill WED
,,,,,, L
Labulo NUC Lébula NUC
Labula REC
WED-IIl RuvC4  RuvC-ll RuvC-lll Tipo V-A
FnCas12a de Franciseila
Cas12a novicida
WED- REC1 REC 2 Sitio de Interaccién del PAM WED-IIIl BH NUC
L )
Labulo NUC

Lébula REC
Labulo REC

Leyenda

[l Hebra complementaria

B Hebra No-complementaria
W RNAguiz

Lébule NUC

Labulo NUC

Cas9 R-Loop
PDB 5CZZ

Cas12a R-Loop
PDB 5MGA



Figura 4. A) Organizacion de los Dominios de las Proteinas Cas9 y Casl12a. B) Estructura de las
Proteinas Cas9y Cas12. Obtenida de: Paul, B., & Montoya, G. CRISPR-Cas12a: Functional overview
and applications. Biomedical Journal. (2020).

AsCasl2a funciona particularmente bien para genomas que resultan ricos en
timinas, ya que reconoce el sitio PAM 5 TTTV 3’19, Ademds, se encuentra
conformada por 1,307 residuos de aminoacidos, lo que le confiere un peso
molecular de 151.2 kiloDaltones (kDa). Es una proteina bilobular que se encuentra
conformada por los l6bulos REC y NUC®’ (Figura 4). El I6bulo NUC contiene los
dominios RuvC-l, Il y lll los cuales son los responsables de llevar a cabo el corte del
dsDNA, mientras que el I6bulo REC esta conformado por Helical-l y Helical-1l los
cuales son los encargados del reconocimiento de la secuencia diana de dsDNA.’
AsCasl2a presenta ciertas diferencias significativas cuando es comparada con
SpyCas9 (Tabla 1).

Tabla 1. Diferencias entre las proteinas Cas9 y Casl2a

Proteina Cas9 Casl2a
Masa (kDa) 158.3 151.2
Tipo de gRNA crRNA-tracrRNA crRNA
Longitud del gRNA 99-100 nt 42-44 nt
Secuencia PAM 5 NGG 3 5TTTV 3
Constante de 1.85 nM 54 fM

disociacion (kp)

Ademas de lo mencionado en la Tabla 1 la proteina AsCasl2a corta el
dsDNA de manera escalonada en 5 y presenta una mayor distancia entre la
secuencia semilla y el sitio de corte. Asi mismo, su actividad nucleasa esta dado por
un solo sitio catalitico (RuvC), por lo que para que se lleve a cabo el corte de ambas
hebras de DNA el dominio de reconocimiento del sitio PAM pasa por una serie de
cambios conformacionales y adopta una forma de riel para eventualmente guiar a
la hebra no complementaria al dominio catalitico!#°. A pesar de estas diferencias la

proteina AsCasl2a corta de manera eficiente el dsDNA en células humanas y ha
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presentado ademas una actividad de corte on-target similar a la de la ampliamente

utilizada SpyCas9.529

Aplicaciones de la proteina AsCas12a

No solo se ha empleado a la proteina AsCasl2a con fines de edicion
genética, sino que también se aprovecha la capacidad de corte indiscriminado de
ssDNA. Usando esto se han desarrollado nuevos métodos de deteccion molecular

y multiples aplicaciones biomédicas tales como la represion transcripcional,
etc.21'22'23'27

Un ejemplo de la aplicacién de la proteina AsCasl2a puede ser observado
en el articulo de Kleinstiver y colegas?®® en 2019 , donde no solo se empleé la
proteina AsCasl2a para edicion de células humanas sino que también mediante
ingenieria de proteinas se aumentd la cantidad de sitios PAM “raros” que podian ser
reconocidos por la proteina AsCasl2a. Posteriormente a la generacion de nuevas
proteinas Casl12 que presentaban una mayor flexibilidad al momento de reconocer
sitios PAM no candnicos, se llevaron a cabo ensayos para determinar si los cambios
realizados afectaban la actividad de las proteinas AsCasl2a modificadas para el
reconocimiento de una variedad mas amplia de sitios PAM. Los resultados
mostraron que las proteinas mejoradas eran capaces de mantener el
reconocimiento de los sitios PAM canoénicos y ademas reconocer sitios que para la
proteina AsCasl12a silvestre era imposible el reconocimiento.

Durante la pandemia causada por el SARS-CoV-2, complejos
ribonucleoproteicos formados por la proteina AsCasl12a y RNAs guias capaces de
reconocer secuencias de dsDNA obtenidos mediante RT-LAMP fueron empleados

para su deteccion molecular.

Anadiendo una sonda fluorescente de ssDNA que solo seria degradada en
presencia de la secuencia diana y como fue observado en el articulo publicado por
Morales-Moreno y colaboradores?’ las pruebas realizadas fueron capaces de

detectar de manera precisa el 100% de las muestras clinicas tanto positivas como

12



negativas en aproximadamente 25 minutos cuando se emplea un lector de
fluorescencia de placas y en ~45 minutos cuando se emplearon tiras de flujo lateral,
convirtiendo a la proteina Casl2a en una gran alternativa para la deteccion de

patégenos de interés (Figura 5).
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Figura 5. Esquema general de la deteccién molecular empleando a la proteina AsCasl2a. A)
Actividad de Corte en trans que se da después del reconocimiento del DNA diana. B) Formas mas
comunes de detectar si se da el corte de la sonda (fluorescencia a la izquierda y tiras de flujo lateral
a la derecha). C) Pasos para la deteccion con CRISPR-Cas12a. D) El uso de multiples gRNA"s
mejora la deteccion de manera sinérgica. Tomada de: Morales-Moreno, M. D., Valdés-Galindo, E.
G., Reza, M. M., Fiordelisio, T., Peon, J., & Hernandez-Garcia, A. Multiplex gRNAs Synergically
Enhance Detection of SARS-CoV-2 by CRISPR-Casl2a. The CRISPR journal, 6(2), 116-126,

(2023).

Todas estas aplicaciones (edicidn genética, deteccién, etc.) convierten a la
proteina AsCasl2a en un ortdlogo de gran relevancia para el estudio, el desarrollo
de investigacion basica pero también para el desarrollo de nuevas aplicaciones
tanto biotecnolégicas como biomédicas!?? y la falta de estudios enfocados en la
optimizacion de su expresion recombinante en E. coli®* quien resulta el sistema de
biosintesis mas comun para la produccion recombinante de AsCasl12a da pie a una

oportunidad de investigacion relevante.

13



Expresion de Proteinas Recombinantes en Escherichia coli

Uno de los aportes mas importantes que nos ha brindado la biotecnologia sin
duda alguna es la expresion de proteinas recombinantes,?® también conocida como
expresion heterdloga debido a que la proteina que sera expresada por el hospedero
comunmente es producida por otro organismo con el cual puede o no guardar cierta

relacion.

Uno de los hospederos mas importantes para el desarrollo de esta técnica es
sin duda E. coli, esto debido a los cortos ciclos de replicacion que presenta ya que,
al otorgarle el medio éptimo de sales, glucosa y las condiciones ambientales
optimas, su tiempo de replicacion es de alrededor de 20 minutos?*. La basta
informacion que se tiene sobre ella, la facilidad que presenta para la introduccién de
diversos pladsmidos relacionados con la biosintesis tanto de proteinas como de otros

compuestos y su simpleza a la hora de manipularla.

La produccién de proteinas recombinantes en bacterias es una tecnologia
que surgid hace cerca de 50 afios y respondié a una necesidad de proveer proteina
con un abasto asegurado (que no dependiera de fuentes animales) y calidad
constante.?®> Aunque con el paso del tiempo esta técnica también ha sido empleada
para la produccion de proteinas necesarias para metodologias relacionadas con la

biologia molecular, la bionanotecnologia, etc.

Existe una gran variedad de cepas que pueden ser empleadas para la
produccién recombinante de proteinas y cada una de ellas ofrece ventajas Unicas
que pueden ser aprovechadas dependiendo de la naturaleza de la proteina a
producir. Una de las cepas ampliamente utilizadas para la biosintesis heteréloga de
proteinas es BL21(DE3), la cual presenta modificaciones genéticas importantes
como es su deficiencia en la expresién de la proteasa Lon la cual esta relacionada
con la degradacion de multiples proteinas extrafias para E. coli. Ademas, la pérdida
o rechazo del plasmido es prevenida por la mutacion hsdSB la cual estaba presente
en la cepa parental B834 y dio pie a BL21, como resultado de esto la metilacién y
degradacion del DNA se ve interrumpida.?® Esta cepa cuenta también con un gen

para la expresion de un promotor T7 proveniente del profago ADE3 que se encuentra
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bajo la regulacién de un promotor lacUV5 lo cual permite la facil induccion de los
cultivos usando Isopropilo-B-D-1-tiogalactopiranésido (conocido como IPTG), el cual
es un homodlogo de la alolactosa y al no ser metabolizable por E. coli la
concentracion que se agregue al inicio de la induccién sera la misma que esté

presente al final de la misma.?*
Planteamiento del Problema

Aunque hoy en dia el sistema CRISPR-Casl12a es ampliamente producido
recombinantemente y utilizado alrededor del mundo, no existe un protocolo
optimizado para la produccion recombinante de la proteina AsCas12a, lo cual puede
representar una limitante al momento de realizar investigacion basica en
laboratorios o para el desarrollo biomédico y biotecnoldgico. Por lo tanto, encontrar
valores Optimos de parametros importantes de la biosintesis recombinante de la
proteina AsCasl2a podria suponer un aumento en el rendimiento de la proteina
obtenida por litro de cultivo de E.coli.

Pregunta de Investigacion

¢Si variamos diversos parametros relacionados con la biosintesis
recombinante de la proteina AsCasl2a podremos identificar los parametros éptimos

para mejorar el rendimiento de la produccién de AsCasl12a en E. coli?
Hipotesis

Al variar la temperatura, el tiempo de post-induccion, el medio de cultivo, la
cepa de E. coli y la concentracién de IPTG mencionadas en la literatura para el
proceso de produccion de la proteina AsCasl12a, se podran encontrar los valores y

condiciones que permitan aumentar la expresion de la proteina.
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Objetivos

General

Optimizar parametros fisicos y bioldgicos relacionados con la produccion de
la proteina AsCasl2a.

Particulares

Optimizar la concentracion de IPTG.
Optimizar la temperatura de produccion.
Probar diversas cepas de E. coli.
Comparar la produccién en medio LB y TB.

Evaluar el efecto de la suplementacién con glucosa.

o a0k wDn R

Realizar la cinética de la produccion de AsCasl2a para los parametros

seleccionados.

~

Realizar la purificacion de un litro de cultivo con los parametros optimizados.
8. Probar la actividad de la proteina AsCasl12a producida con los parametros

optimizados.

Materiales y Métodos

Diseio del Estudio-Estrategia Experimental General

Se llevaron a cabo multiples ensayos para determinar las condiciones
Optimas para la biosintesis de la proteina AsCasl12a en matraces de 250 mL con
100 mL de medio de cultivo que sera inoculado con bacterias transformadas con el
plasmido que contiene la secuencia necesaria para la produccion de la proteina
AsCasl2a. Una vez que un pardmetro sea identificado como Optimo segun la
intensidad relativa de la banda que esté presente en el gel de poliacrilamida, la cual

sera determinada por ensayos de densitometria usando el Software Image J, se
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mantendra para los andlisis de condiciones posteriores hasta haber analizado todas
las variables. Posteriormente se realizara una cinética de produccion de 24 hrs tanto
de las condiciones iniciales como de las condiciones optimizadas de la proteina para
determinar el tiempo de post-induccién en el cual se alcanza la maxima expresion
de la proteina y se cuantificara por analisis con Nanodrop, densitometria y anélisis

de la densidad optica del cultivo bacteriano (Figura 6).

E.coli recombinante  |incubacién del Colecta de |las
nducida con IPTG cultivo por n horas T muestras y lisis
1 w celular [Z==0]

Ensayos de SDS-PAGE vy Obtencién de la
Analisis densitometrico  cyantificacion por Nano Drop fraccion soluble

H — B 4—*'@.;1/ v

Produceién en 1L de cultivoy
purificacion.

nsayos de corte Cis y Trans

o m

Fluorescence

558 : g

|= itql

]

Figura 6. Flujo de trabajo general para la evaluacién de parametros fisicos y bioldgicos relacionados

con la biosintesis de AsCas12a.

Una vez que todas las variables fueron optimizadas se realiz6 un ensayo en
gran escala (1L de cultivo) para posteriormente seguir el protocolo de purificacion
por cromatografia de columna de niquel, heparina y por exclusién molecular. Con la
proteina ya purificada se llevaron a cabo ensayos de corte cis en agarosa y de
deteccién molecular (corte trans) con lector de placas (Cytation 5) para determinar
si la proteina AsCasl12a obtenida mantiene su actividad nucleasa (Figura 6).
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Universo (Poblacion o Muestra)

Se us6 como poblacion a E. coli la cual ha sido ampliamente utilizada para la
expresion recombinante de proteinas. Se propone el analisis de la expresion de
proteina de las cepas: BL21 (DE3), BL21 (Tuner), NiCo (DE3), Rosetta (DE3) y
BL21 (DE3) pLysS.

Variables

Se propone analizar la concentracion de IPTG, la temperatura y tiempo de
post-induccion, medio de cultivo, suplementacion con glucosa (1% m/v) y cepa de

E.coli.

Técnicas o Instrumentos

1. Extraccién de DNA por Kit 4. SDS-PAGE
mini-prep 5. Anélisis Densitometricos

2. Transformacién por choque 6. Cuantificacion de proteina
térmico por Nano Drop

3. Lisis celular 7. Western Blot

8. Cromatografias de columna (Niquel, Heparina y Exclusién molecular)
9. Ensayos de corte del Gen N de SARS-CoV-2 en agarosa (Actividad Cis)
10.Ensayos de deteccion molecular del Gen N de SARS-CoV-2 (Actividad

Trans)
Analisis Estadistico

Los datos obtenidos de las densitometrias fueron analizados

estadisticamente por ANOVA unidireccional.
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Produccién del Plasmido

Se creci6 durante 16 horas un cultivo de E. coli (DH5a) que contenia el
plasmido pMBP-AsCasl12a o pPET28a-SARS-CoV-2-genN (Figura 7) en 5 mL de
medio Luria Bertani (LB) con 100 pg/mL de ampicilina o kanamicina
respectivamente para asegurar la seleccion de bacterias que presenten el plasmido
de interés. Se purifico el plasmido del cultivo utilizando el kit ZymoPURE Plasmid
Mini-prep y se cuantificd la cantidad de plasmido mediante Espectrofotometro de

microvolumen NanoDrop.

B) T7 terminator! /6><H\5

PMBP-AsCasi2a
4830 bp pET28a5ARS-CoV-2 (1)
7253 bp

|-
Yy

|
AMpR promoter|~ LL

tet promoter!
T7 terminator!

lacl promater

Figura 7. Conformacion de los plasmidos empleados para la produccion de la proteina AsCasl2a

(A) y para la obtencién del plasmido que contiene la secuencia de interés del SARS-CoV-2 (B).

Transformacion de las Cepas de E. coli

Las cepas competentes de E. coli BL21 (DE3), BL21 (Tuner), NiCo (DE3),
Rosetta (DE3), BL21 (DE3) pLysS y DH5a fueron transformadas por choque
térmico. Posteriormente se afadieron 2 pL del pldsmido y se dejo reposar el
microtubo que contenia a las bacterias durante 5 minutos en hielo. Posteriormente

la mezcla se calent6 a 42°C durante 30 segundos y a continuacion se enfrié en hielo
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durante 5 minutos. Después se agregaron 100 uL de medio LB y se dej6 incubar a
37°C durante una hora para la recuperacion de las bacterias y finalmente se dejo
incubar durante 16 horas en una placa Petri con medio LB solido que contenia 100
pHg/mL de ampicilina (pMBP-AsCasl12a) o 100 pg/mL de kanamicina (pPET28a-
SARS-CoV-2-genN).

Ensayos de SDS-PAGE

Se realizaron ensayos de SDS-PAGE al 7.5% en el cual se cargaron 5 pL de
la fraccion soluble de cada una de las muestras de cada uno de los parametros
evaluados a lo largo del estudio. Como marcador de peso molecular se usaron 3 uL
de Precision Plus ProteinTM KaleidoscopeTM Prestained Protein Standards. El gel
se corrio a 160 V durante 40 minutos, una vez transcurrido ese tiempo los geles se
lavaron 3 veces usando agua destilada y fueron teflidos usando SimplyBlue™ Safe

Stain y se documentaron.
Analisis Densitométricos

Haciendo uso del software Image, se analizd la intensidad de la banda
correspondiente a la proteina AsCasl12a. Se determino la intensidad de la banda de
Casl2ay se obtuvo el porcentaje relativo en funcion de la intensidad total del carril

del gel de poliacrilamida.
Determinacion de la Concentracién Optima de IPTG

Se crecié E. coli BL21 (DE3) previamente transformada con el plasmido
pMBP-AsCasl12a en matraces de 250 mL que contenian 100 mL de medio LB hasta
alcanzar una densidad optica (DO, a 600 nm) entre 0.6 — 0.8 unidades de
absorbancia (UA) a 37°C. Posteriormente se disminuyo la temperatura a 12°C por
30 minutos para atemperar el cultivo a la temperatura de induccion reportada con
anterioridad. Una vez que transcurrieron los 30 minutos se indujo la expresion de la

proteina con las siguientes concentraciones de isopropil -D-1-tiogalactopirandsido
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(IPTG): 0.3, 0.6, 1, 1.3 y 1.6 mM. Para asegurar la seleccién de bacterias que

contenian el plasmido pMBP-AsCas12a fueron afiadidos 100 pg/mL de ampicilina.

Una vez transcurridas las 24 horas de post-induccién se recuperé una
muestra de 1 mL y se obtuvo el pellet celular por centrifugacion (13,000 rpm durante
5 minutos a 4°C). El pellet fue resuspendido usando 100 pL de buffer de lisis 500
ML de 2-mercaptoetanol, 25 mL de glicerol, 20 mL de dodecilsulfato sédico al 10%,
12.5 mL de 0.5 M Tris-HCI pH 6.8, 2 mL de azul de bromofenol al 0.5% y 35.5 mL
de agua destilada. Posteriormente fue calentado a 95°C durante 5 minutos en un
termoblock. A continuacion, las muestras fueron centrifugadas a 13,000 rpm durante

5 minutos a 4°C y se recupero la fraccidon soluble del lisado.

Finalmente, la fraccion soluble correspondiente a las muestras se evalué por
SDS-PAGE vy se realizdé un analisis densitométrico para determinar la expresion
relativa de AsCasl2a segun la intensidad de la banda presente en el gel de
poliacrilamida. Se determiné la concentracion 6ptima de IPTG (0.3 mM), la cual se

mantuvo constante para los ensayos posteriores.
Determinacion de la Temperatura Optima de Post- Induccion

Se creci6 E. coli BL21 (DE3), previamente transformada con el plasmido
pMBP-AsCasl12a, en matraces de 250 mL que contenian 100 mL de medio LB y
100 pg/mL de ampicilina hasta alcanzar una DO (600 nm) entre 0.6 — 0.8 UA a 37°C.
Posteriormente se disminuyd la temperatura a 12°C, 18°C, 30°C y 37°C durante 30
minutos para atemperar el cultivo a las diversas temperaturas de induccion que se

evaluaron. Entonces se indujo el cultivo con 0.3 mM de IPTG.

Una vez transcurridas las 9 horas de post-induccion se recuperd una muestra
de 1 mL y se obtuvo el pellet celular por centrifugacion (13,000 rpm durante 5
minutos a 4°C). El pellet fue resuspendido usando 100 pL de buffer de lisis y se
lisaron las células, posteriormente se centrifugaron las muestras a 13,000 rpm

durante 5 minutos a 4°C y se recupero la fraccidn soluble del lisado.

Finalmente, la fraccion soluble correspondiente a la fraccion soluble de las

muestras se evalué por SDS-PAGE y se realizé un analisis densitométrico para
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determinar la expresion relativa de AsCasl2a segun la intensidad de la banda
presente en el gel de poliacrilamida. Se determind la temperatura optima (30°C) de
la biosintesis de la proteina AsCasl12a, la cual se mantuvo como constante para los

ensayos posteriores.
Determinacion del Medio de Cultivo Optimo

Se prepararon dos medios de cultivo y se analiz6é su efecto en la expresion
de la proteina AsCasl12a. El primero fue el medio LB para el cual se disolvieron 12.5
g de medio LB en polvo en 500 mL de agua destilada, también se preparé Terrific
Broth (TB) disolviendo 6 g de triptona, 12 g de extracto de levadura, 4.75 g de
K2HPO4, 1.1 g de KH2PO4 y 2mL de glicerol en 500 mL. Cuando se disolvieron

todos los componentes los medios fueron esterilizados.

Se crecié E. coli BL21 (DE3) previamente transformada con el plasmido
pMBP-AsCasl12a en matraces de 250 mL que contenian 100 mL de medio LB 0 TB
y 100 pg/mL de ampicilina hasta alcanzar una DO (600 nm) entre 0.6 — 0.8 UA a
37°C. Posteriormente se disminuy0 la temperatura a 30°C y se indujo el cultivo con
0.3 mM de IPTG una vez transcurridos 30 minutos para atemperar el cultivo.

Una vez transcurridas las 9 horas de post-induccion se recuperé una muestra
de 1 mL y se obtuvo el pellet celular por centrifugacion (13,000 rpm durante 5
minutos a 4°C). El pellet fue resuspendido usando 100 pL de buffer de lisis y se
lisaron las células, posteriormente se centrifugaron las muestras a 13,000 rpm

durante 5 minutos a 4°C y se recuperé la fraccion soluble del lisado.

Finalmente, la fraccion soluble correspondiente a la fraccion soluble de las
muestras se evalué por SDS-PAGE y se realizé un analisis densitométrico para
determinar la expresion relativa de AsCasl2a segun la intensidad de la banda
presente en el gel de poliacrilamida. Se determino el medio de cultivo optimo (TB)
para la biosintesis de la proteina AsCas12a el cual se mantuvo como constante para

los ensayos posteriores.
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Suplementacion del Cultivo con Glucosa

Se preparo 1 litro de solucion de glucosa que contenia 200 g/L y se esterilizo
usando filtros de 0.22 micras dentro de la campana de flujo laminar. Se crecié E.
coli BL21 (DE3) previamente transformada con el plasmido pMBP-AsCasl12a en
matraces de 250 mL que contenian 100 mL de medio TB o LB, 100 pg/mL de
ampicilina 'y 1% de glucosa (M/V) hasta alcanzar una DO (600 nm) entre 0.6 — 0.8
UA a 37°C, posteriormente se disminuyo la temperatura a 30°C y se indujo el cultivo

con 0.3 mM de IPTG una vez que el cultivo se atempero6 durante 30 minutos.

Una vez transcurridas las 9 horas de post-induccion se recuperdé una muestra
de 1 mL y se obtuvo el pellet celular por centrifugacién (13,000 rpm durante 5
minutos a 4°C). El pellet fue resuspendido usando 100 pL de buffer de lisis y se
lisaron las células, posteriormente se centrifugaron las muestras a 13,000 rpm
durante 5 minutos a 4°C y se recuperé la fraccion soluble del lisado.

Finalmente, la fraccion soluble correspondiente a la fraccion soluble de las
muestras se evaludé por SDS-PAGE vy se realizdé un analisis densitométrico para
determinar la expresion relativa de AsCasl2a segun la intensidad de la banda
presente en el gel de poliacrilamida. Se determind que la adicién de glucosa resulto

beneficiosa para la biosintesis de la proteina AsCas12a.
Determinacion de la Cepa Optima

Se crecid de E. coli BL21 (DE3), BL21 (Tuner), NiCo (DE3), Rosetta (DE3) y
BL21 (DE3) pLysS previamente transformadas con el plasmido pMBP-AsCasl12a
en matraces de 250 mL que contenian 100 mL de medio TB suplementado con 1%
de glucosa (M/V) y 100 ug/mL de ampicilina, hasta alcanzar una DO (600 nm) entre
0.6 — 0.8 UA a 37°C, posteriormente se disminuyo la temperatura a 30°C y se indujo
el cultivo con 0.3 mM de IPTG una vez que el cultivo se atempero durante 30

minutos.

Una vez transcurridas las 9 horas de post-induccion se recuperd una muestra
de 1 mL y se obtuvo el pellet celular por centrifugacién (13,000 rpm durante 5

minutos a 4°C). El pellet fue re suspendido usando 100 yL de buffer de lisis y se
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lisaron las células, posteriormente se centrifugaron las muestras a 13,000 rpm

durante 5 minutos a 4°C y se recupero la fraccion soluble del lisado.

Finalmente, la fracciéon soluble correspondiente a la fraccion soluble de las
muestras se evalué por SDS-PAGE y se realizé un analisis densitométrico para
determinar la expresion relativa de AsCasl2a segun la intensidad de la banda
presente en el gel de poliacrilamida, encontrados la banda de interés entre las
bandas de 150 y 250 kDa del marcador de peso molecular, lo cual indica la
presencia de AsCasl2a que tiene un peso molecular de 151.2 kDa. Se determin6
la cepa optima (BL21 (DE3)) para la biosintesis de la proteina AsCas12a.

Cinéticas de Densidad Optica y Biosintesis de AsCas12a

Se prepar6 un buffer de lisis especial para las muestras obtenidas en este
apartado, la composicion del buffer es la misma que la del que fue usado con
anterioridad, simplemente se omitié la adicion del azul de bromofenol para evitar
gue su presencia afectara la cuantificacion de proteina total realizada por Nano

Drop.

Se crecieron dos cultivos de E. coli BL21 (DE3) previamente transformadas
con el plasmido pMBP-AsCas12a en matraces de 250 mL, en uno de los matraces
se coloc6 medio TB suplementado con 1% de glucosa (m / v) (pardmetros
optimizados) mientras que el otro simplemente contenia medio LB (pardmetros
iniciales) a ambos se le adiciono 100 pug/mL de ampicilina, hasta alcanzar una DO
(600 nm) entre 0.6 — 0.8 UA a 37°C, posteriormente ambos cultivos se dejaron
atemperar durante 30 minutos a 30°C para los parametros optimizados y a 12°C
para los parametros iniciales y a continuacion se indujo la expresion en ambos
cultivos con 0.3 mM de IPTG para los cultivos optimizados y con 1 mM para los

cultivos iniciales.

Se tomd una muestra cada hora durante las primera 15 horas y una muestra

de las 21 a las 24 horas de post-induccion de ambos cultivos, se analizé la DO (600
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nm) de cada una de las muestras obtenidas y se obtuvo la cinética de crecimiento

de ambos cultivos.

Se recuperd una muestra de 1 mL cada 3 horas desde el momento que se
indujo la expresion en ambos cultivos hasta las 15 horas y posteriormente se obtuvo
una muestra correspondiente a las 21 y 24 horas de post-induccién. Dichas
muestras fueron centrifugadas a 13,000 rpm durante 5 minutos a 4°C al momento
de ser obtenidas. Los pellets celulares generados con 100 uL de buffer de lisis y se
lisaron las células posteriormente se centrifugaron las muestras a 13,000 rpm

durante 5 minutos a 4°C y se recupero la fraccidn soluble del lisado.

Se analizé la cantidad de proteina total de la fraccién soluble de los lisados
obtenidos en ambas cinéticas (parametros optimizados e iniciales) mediante el uso
de Nano Drop, empleando el programa de proteinas A280 se colocaron

aproximadamente 1.5 pL de la muestra y se obtuvieron las cuantificaciones.

Finalmente, la fraccion soluble correspondiente a la fraccion soluble de las
muestras se evalué por SDS-PAGE y se realizé un analisis densitométrico para
determinar la expresion relativa de AsCasl2a segun la intensidad de la banda
presente en el gel de poliacrilamida. Se compararon los datos de DO, proteina total
y expresion relativa de AsCasl2a para los parametros optimizados y los parametros

iniciales.
Produccion y Purificacion de la Proteinaen 1 L

Se creci6 1L de cultivo de E. coli BL21 (DE3) en medio TB suplementado con
1% de glucosa (M / V) y 100 pg/mL de ampicilina en un matraz Erlenmeyer (2.5L)
hasta una DO de entre 0.6 — 0.8 UA a 37°C, posteriormente se disminuyé la
temperatura a 30°C. Pasados 30 minutos a 30°C se indujo la expresion de
AsCasl2a con 0.3 mM de IPTG y durante 9 h.

Se genero el pellet celular centrifugando el cultivo durante 10 minutos a 6,000
RCF a 4°C, se re suspendié en buffer de lisis (20 mM Tris-HCI pH 8.0, 250 mM
NacCl, 10 mM imidazol) y se sonic6 con una potencia de 765 Watts durante 6 minutos

en hielo con ciclos On/Off de 5/25 s. La muestra obtenida tras la sonicaciéon se
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centrifug6 durante 35 minutos a 35,000 g, se recuper6 cuidadosamente la fraccion
soluble y se clarificd usando un filtro de 0.22 um para posteriormente ser inyectada
en una columna de cromatografia de afinidad Ni-NTA (Cytiva). La columna se lavd
con buffer 20 mM Tris-HCI pH 8.0, 250 mM NacCl, 20 mM imidazol y a continuacion
se eluyo la proteina total que fue atrapada por la columna usando buffer de elucion
(20 mM Tris-HCI pH 8.0, 250 mM NacCl, 250 mM imidazol). La muestra recuperada
fue colocada en una membrana para dialisis con un corte de 50 kDa y finalmente se
coloco en un vaso de precipitado con buffer de diélisis (20 mM HEPES-KOH pH 7.5,
150 mM KCI, 10% glicerol, 1 mM DTT, 1 mM EDTA) y proteasa TEV, se dializ6

durante toda la noche para la remocién de la etiqueta de histidinas y MBP.

La muestra dializada se filtr6 con una membrana de 0.22 um se inyect6 en
una columna Heparin Sepharose High Performance (Cytiva) y se eluyé empleando
una solucion de KCL 2M. La muestra que contenia la proteina total se concentrd
hasta un volumen aproximado de 500 pyL mediante centrifugacion empleando
unidades de filtracion con un tamafo de corte de 100 kDa. La muestra concentrada
se inyectd en una columna de exclusién molecular HiLoad 16/600 Superdex. Las
fracciones correspondientes a AsCasl2a purificada se combinaron y concentraron
hasta aproximadamente 27.64 uM. Se hicieron alicuotas en tubos de PCR que
contenian 6 pL de muestra, finalmente se congelaron en nitrégeno liquido y se
almacenaron a -80°C. La pureza de la proteina AsCasl12a se comprobd mediante
SDS-PAGE vy la identidad mediante Western Blot con anti-Cpfl el cual es un

anticuerpo policlonal.
Evaluacion de la Actividad Nucleasa (cis)

Se ensamblaron complejos RNP AsCasl2a:crRNA incubando durante 30
minutos a 37°C una mezcla 1:1 molar de la proteina AsCasl2a purificada y un
crRNA disefiado para el reconocimiento del gen N del SARS-CoV-2 en buffer NEB
2.1 1x. Posteriormente los complejos RNP fueron mezclados con el pDNA diana
(pPPET28a-SARS-CoV-2-genN) para tener una concentracion final de 33 nM de RNP
y 3.3 nM de DNA plasmidico respectivamente y se incubaron en un bafio seco a

37°C durante 1 hora y una vez transcurrido este tiempo la muestra se calent6 a
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85°C durante 5 minutos para inactivar a la proteina AsCasl2a. Las muestras se
mezclaron con Buffer de carga para DNA y se corrieron en un gel de agarosa 1% el
cual fue pretefiido con SYBR™ Safe DNA Gel Stain. Finalmente, el gel fue foto
documentado. La actividad nucleasa se puede observar ya que las muestras de
pDNA que fueron cortadas por los complejos RNP se super enrollan, lo cual se ve

representado en el peso molecular de las bandas.

Evaluacion de la Actividad Nucleasa (trans) / Ensayo de Deteccién

Molecular

Se evalué la actividad de corte en trans siguiendo un protocolo previamente
reportado?’. Se ensamblaron complejos RNP de igual manera que en la evaluacién
del corte en Cis y se mezclaron con el dsDNA diana (pPET28a-SARS-CoV-2-genN)
a una concentracion final de 33 nM de RNP y 3.3 nM de DNA plasmidico
respectivamente (proporcion molar RNP:pDNA de 10:1) en buffer NEB 2.1. Se
empleé como sonda 250 nM de un ssDNA unido a FAM y a un quencher. La
actividad de corte en trans del ssDNA sonda se evalu6 de manera continua durante
1 hora a 37°C usando un lector de placas Cytation 5. Las muestras fueron excitadas
a 480 nm y la emision de la fluorescencia se midié a 528 nm. Finalmente, los datos
de fluorescencia obtenidos por el lector de placas se grafica ron usando el programa
PRISM-GraphPad 10.

Resultados y Discusion

Determinacién de la Concentracion Optima de IPTG
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Se realizaron ensayos para evaluar el efecto de la concentracion de IPTG
(Figura 8) en la expresion de la proteina de interés, ya que multiples protocolos en
los cuales se produce y emplea la proteina AsCasl12a o sus homdélogos empleaban
diversas concentraciones de este inductor®>°10 Ademas que el plasmido empleado
solo podia ser inducido con dicha molécula.

CH,OH
OH O S
OH

OH

Figura 8. Estructura del isopropil B-D-1-tiogalactopiranésido (IPTG) molécula inductora de la

produccion de AsCas12a.

Se evaluaron multiples concentraciones de IPTG (0.3 a 1.6 mM) para la
induccion de la expresion de AsCasl12a en E. coli BL21 (DE3) en matraces con 100
mL de medio LB posterior a 24 horas de induccion a una temperatura de post-
induccion de 12°C. Los datos de % relativo de AsCasl2a se obtuvieron por un
analisis densitométrico de la intensidad de la banda correspondiente a la proteina
Cas en relacion a la intensidad de todo el carril presente en los SDS-PAGE 7.5%

(Figura 9a).
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Figura 9. Ensayo paraladeterminacién dela concentracién éptimade IPTG para la biosintesis
de la proteina AsCas12a A) SDS- PAGE al 7.5% en el cual se cargaron las muestras obtenidas de
la fraccién soluble de cada uno de los ensayos realizados para la determinacion de la concentracion
Optima de IPTG. B) Gréfica que muestra el porcentaje de la intensidad relativa de la banda

correspondiente a la proteina AsCas12a.

Los datos desplegados por el andlisis densitométrico (Figura 9b) sefialan que
no existe una diferencia significativa entre las concentraciones de IPTG de 0.3 mM
y 1 mM como lo muestra la tabla 2.

Tabla 2.Promedio de la intensidad relativa de la banda correspondiente a la proteina AsCasl12a

obtenidos por analisis densitométricos.

Concentracion PROM = de la Expresion
de IPTG (mM) Relativa de AsCas12a

(%)

0 4.12 + 0.008
0.3 21.08 £0.011
0.6 19.95 + 0.005

1 18.93 + 0.018
1.3 20.31 £ 0.007
1.6 17.10 £0.017
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Aunque el IPTG resulta el inductor por excelencia para la expresion de
aguellas proteinas bajo la regulacion de un operon lactosa, en altas concentraciones
resulta toxico y puede conducir al estrés metabdlico de las células (E. coli),
provocando asi un efecto negativo en el crecimiento de las bacterias y su
viabilidad.?82%:3° Al no existir una diferencia significativa entre emplear 0.3 mM o 1
mM de IPTG, disminuir la concentracion de este se puede traducir a una mayor DO
de nuestro cultivo y, por ende, una mayor expresion de la proteina AsCasl2a.
Después de los ensayos se determino que la concentracion optima de IPTG para la
expresion de la proteina AsCasl12a es 0.3 mM valor que se encuentra alejado al
reportado por Mohanraju y colaboradores (0.33 mM) y este parametro se mantuvo

como constante para los ensayos posteriores.

Determinacion de la Temperatura Optima de Post-

Induccion

Se propuso realizar ensayos de determinacion de la temperatura ya que la
modulacion de la temperatura de post-induccion del cultivo resulta una de las formas
mas sencillas de manipular la tasa de crecimiento de las bacterias. A su vez la
temperatura puede llevar a la formacion de cuerpos de inclusion lo cual puede
representar perdidas al momento de expresar una proteina de manera

recombinante.2428

Se evaluaron multiples temperaturas de post-inducciéon (12°C, 18°C, 30°C y
37°C) para la expresion de AsCasl2a en E. coli BL21 (DE3) en matraces con 100
mL de medio LB posterior a 9 horas de induccion a las diferentes temperaturas de
post-induccion previamente determinadas. En el gel de poliacrilamida podemos
observar que a medida que aumenta la temperatura, el porcentaje relativo de
AsCasl2a soluble aumenta. Esto puede deberse a que la tasa de crecimiento de E.
coli aumenta conforme a la temperatura (Figura 10a). Una vez alcanzados los 37°C
la biosintesis de la proteina decae de una manera drastica lo cual puede deberse a
gue a una temperatura fisioldgica E. coli centra su atencién en su crecimiento y no

en la produccién de una proteina heteréloga.?®
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Figura 10. Ensayo para la determinacién de la temperatura de post-induccion 6ptima para la
biosintesis de la proteina AsCas12a. A) SDS- PAGE al 7.5% en el cual se cargaron las muestras
obtenidas de la fraccion soluble de cada uno de los ensayos realizados para la determinacién de la
temperatura 6ptima de post-induccién del cultivo. B) Grafica que muestra el porcentaje de la

intensidad relativa de la banda correspondiente a la proteina AsCas12a.

Los datos desplegados por el analisis densitométrico del gel de SDS-PAGE
(Figura 10b) sefialan que existe una diferencia significativa entre la temperatura de

12°C y la de 30°C como se sefiala en la Tabla 3

Tabla 3.Promedio de la intensidad relativa de la banda correspondiente a la proteina AsCasl12a

obtenidos por analisis densitométricos.

Temperatura PROM % de la Expresion

(°C) Relativa de AsCas12a
(%)
12 12.25 + 0.003
18 17.95 = 0.007
30 26.71 + 0.015
37 13.74 £ 0.015
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Aumentar la temperatura de post-induccion para la expresion de la proteina
AsCasl2a a 30°C aumenta considerablemente el porcentaje relativo de proteina
Cas presente en el carril. De igual manera, es importante mencionar que ante un
aumento de temperatura se recomienda una disminucion en el tiempo de post-
induccion para disminuir la formacion de cuerpos de inclusién de la proteina
heteréloga.?® Por lo tanto el tiempo de post-induccién para este ensayo y ensayos
posteriores se establecio en 9 horas. Finalmente, se determind que la temperatura
de post-induccion optima para la expresion de AsCasl12a es de 30°C y se mantuvo

este parAmetro como constante para los siguientes ensayos.
Determinacién del Medio de Cultivo Optimo

Se realiz6 la comparacion entre dos medios de cultivo cominmente utilizados
para la expresion recombinante de proteinas que ademas ya habian sido reportados
para la produccién y purificaciéon de AsCasl2a a escala de laboratorio.>6°19 Se
evalué el efecto que un medio de cultivo de lisogenia (LB), el medio de cultivo mas
comun para el crecimiento de E. coli, ya que promueve el rapido crecimiento celular,
asi como proporcionar un buen rendimiento cuando es utilizado para producir
plasmidos. Un medio de cultivo altamente enriquecido (TB) el cual es mas rico que
el medio LB, contiene glicerol el cual es utilizado por las bacterias como fuente de
carbono conduciendo a un rapido crecimiento y a su vez a un mayor rendimiento de
bacterias por volumen.*®* Ademas, el medio TB contiene fosfato de potasio, lo cual

disminuye la posibilidad de muerte celular debido a un cambio en el pH del cultivo.*°

Tabla 4.Diferencias en la composicién de los medios LBy TB.

Medio (.5L) Triptona Extracto de K2HPOs KH2PO4 Glicerol
levadura
LB 5g 25¢g -- -- --
B 69 12 g 4.75¢ 11g 2 mL

Los ensayos se llevaron a cabo en matraces que contenian 100 mL de medio

LB o TB, las muestras se recuperaron 9 horas de post-induccion después a 30°C.
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En el gel de poliacrilamida (Figura 1la) podemos observar que la banda
correspondiente a AsCasl2a muestra un mayor grosor cuando es empleado el
medio TB en comparacion con el cultivo que crecio en medio LB. Se comprobo con
los ensayos densitométricos (Figura 11b) que la expresion relativa de AsCasl2a se
incrementd cuando se empled el medio enriquecido (27.19%) en comparacion con

la expresion relativa con medio LB (16.94%).
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Figura 11. Ensayo para la determinacién del medio de cultivo 6ptimo para la biosintesis de la
proteina AsCasl12a A) SDS- PAGE al 7.5% en el cual se cargaron las muestras obtenidas de la
fraccion soluble de cada uno de los ensayos realizados para la determinacion del medio de cultivo
Optimo. B) Grafica que muestra el porcentaje de la intensidad relativa de la banda correspondiente a
la proteina AsCasl2a.

Emplear un medio enriquecido (TB) aumenté la expresion de la proteina
AsCasl2a, lo cual se debe principalmente a la composiciéon del medio ya que
contiene seis veces mas de extracto de levadura que LB. Ademas, la presencia de
glicerol como una fuente alternativa de carbono permiti6 obtener una mayor
densidad celular por volumen y la adiciébn de fosfato de potasio pudo haber
aumentado la sobrevivencia celular, ya que actia como una solucién tampén que
disminuye la posibilidad de muerte de las bacterias por un cambio abrupto en el
pH.??3% Finalmente se determind a TB como el medio de cultivo éptimo para la
expresion recombinante de AsCasl2a y se mantuvo constante dicho paradmetro en

los experimentos subsecuentes.
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Efecto de la Suplementacion con Glucosa

Se propuso la adicion de glucosa como fuente de carbono alternativa para
ambos medios (LB y TB) debido a que en un estudio anteriormente publicado en el
cual se evalud la expresion de la proteina SpCas9 empleando medio HDF, el cual
contiene glucosa 1% (m / v). Los resultados de dicho estudio mostraron que las
bacterias que crecieron en medio HDF presentaron una mayor expresion de la
proteina heteréloga cuando fueron comparados con aquellas bacterias que

crecieron en medio de lisogenia.3!

Se evalud el efecto de la suplementacion de los medios de cultivo LBy TB
con 1% de glucosa (m / v) en matraces conteniendo 100 mL de medio después de
9 horas de post-induccion a 30°C. En los ensayos de SDS-PAGE (Figura 12a) se
observé un aumento drastico en la expresion de la proteina AsCasl2a cuando el
medio TB fue suplementado con glucosa. Mientras en el carril correspondiente al
medio LB suplementado se observa una disminucion de la expresion de la proteina
de interés en comparacién con la expresion presente tanto en medio LB sin

suplementar, como con TB o TB suplementado.
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Figura 12. Ensayo para determinar el efecto de la suplementacion de glucosa en la biosintesis
de la proteina AsCas12a A) SDS- PAGE al 7.5% en el cual se cargaron las muestras obtenidas de
la fraccion soluble de cada uno de los ensayos realizados para la determinacion del medio de cultivo
Optimo y el efecto de la suplementacién con 1% de glucosa ( m / v ). B) Grafica que muestra el

porcentaje de la intensidad relativa de la banda correspondiente a la proteina AsCas12a.
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Se comprobd con los analisis densitométricos (Figura 12b) que la expresion
de AsCasl2a se beneficié con medio TB suplementado con glucosa 1% ( m / v),
mientras que la expresion en medio LB se vio afectada de manera negativa cuando

se suplement6 con glucosa (Tabla 5).

Tabla 5. Promedio de la intensidad relativa de la banda correspondiente a la proteina AsCasl12a

obtenidos por analisis densitométricos.

Medio PROM = de la Expresion
Relativa de AsCas12a (%)

LB 16.94 £ 0.010

LB + Glu 15.95 £ 0.024

B 27.19 £ 0.060

TB + Glu 31.54 + 0.046

Suplementar el medio con glucosa resultd beneficioso para el cultivo que
crecié en medio TB ya que la fuente principal de carbono para las bacterias resulta
ser el glicerol y la glucosa solo es utilizada como un nutriente secundario. Ademas
la presencia de glicerol en el cultivo previene la formacion de acetatos dada por el
metabolismo de la glucosa por E. coli.>?> Por otro lado, la baja expresion de
AsCasl2a en el medio LB + Glu puede deberse a que la produccién de acetatos en
el cultivo limita el crecimiento celular aun a concentraciones tan bajas como 0.5
g/L.%? Finalmente, se determind que la suplementacién con glucosa del medio TB
aumento la expresion relativa de AsCasl12a por lo que se mantuvo constante dicho

parametro.

Determinacion de la Cepa de E. coli

Se analiz6 el efecto de 5 cepas de E. coli en la biosintesis de AsCasl2a
(BL21 (DE3), BL21 (Tuner), NiCo (DE3), Rosetta (DE3) y BL21 (DE3) pLysS). Cada
una de ellas fue seleccionada debido a las mejoras o ventajas especificas que

presentaban. BL21 (DE3) es una de las cepas comunmente utilizadas para la
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expresion de proteinas recombinantes que se encuentran bajo el control de un
promotor T7, ademas una mutacion especifica la vuelve deficiente en la produccién
de proteasas para la degradacion de proteinas exégenas.?® Por otra parte, BL21
(Tuner) es una mutante que presenta una delecién en lacZY permitiendo un ingreso
uniforme del IPTG a las bacterias debido a la ausencia de la permeasa LacY, dando
la oportunidad de regular la expresion de la proteina de interés segun la
concentracion de inductor que sea afiadida al medio.?®32 NiCo (DE3) es una cepa
derivada de BL21 (DE3), la cual fue modificada para expresar las proteinas
enddgenas de E. coli SlyD, Can, ArnA y AceE con el dominio de unién a quitina
fusionado en su C terminal y la proteina GImS la cual normalmente presenta seis
histidinas superficiales que han sido reemplazadas por alaninas. Dichas
modificaciones fueron realizadas para eliminar la cantidad de proteinas propias de
E. coli que resultan contaminantes al momento de producir una proteina
recombinante y purificarla por cromatografias de inmovilizacion por afinidad
metalica.?34 Rosetta (DE3) es una cepa que presenta un plasmido que permite la
co-expresion de genes que codifican para tRNAs raros en E. coli, esta cepa
compensa los tRNAs para los codones AGG, AGA, AUA, CUA y CCC, los cuales
son comunes para diversos organismos eucariotas, pero son raramente utilizados
por E.coli.3>3% Finalmente, BL21 (DE3) pLysS contiene un plasmido pLysS que
confiere resistencia al cloranfenicol y permite reducir la expresion basal de la
proteina recombinante. De igual manera esta cepa fue disefiada para la produccion

de proteinas recombinantes toxicas.?®

Se evaluo el efecto de las 5 cepas en la expresion de la proteina AsCasl2a
en matraces conteniendo 100 mL de medio TB suplementado con glucosa 1% (m /
v) después de 9 horas de post-induccién a 30°C. En los geles de poliacrilamida
(Figura 13a) se observa que la banda correspondiente a BL21 (DE3) es mas intensa

cuando es comparada con las demas cepas analizadas.
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Intensidad relativa
de AsCasl2a (%)

de la banda correspondiente a la proteina AsCas12a.

condiciones seleccionadas como Optimas (Tabla 6).

obtenidos por analisis densitométricos.

Cepa

BL21 (DE3)
BL21 (Tuner)
NiCo (DE3)
Rosetta(DE3)

BL21(DE3)pLysS

PROM % de la

AsCasl2a (%)
31.54 £ 0.046
15.54 £ 0.012
18.20 £ 0.007
26.72 + 0.030
13.96 £ 0.024
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Figura 13. Ensayo para la determinacion de la cepa de E. coli 6ptima para la biosintesis de la
proteina AsCasl12a A) SDS- PAGE al 7.5% en el cual se cargaron las muestras obtenidas de la
fraccion soluble de cada uno de los ensayos realizados para la determinacién de la cepa 6ptima para

la produccion de la proteina AsCasl12a B) Grafica que muestra el porcentaje de la intensidad relativa

Con los andlisis densitométricos (Figura 13b) se comprobé que la cepa BL21

(DE3) present6 la mayor expresion de proteina AsCasl2a cuando se usaron las

Tabla 6. Promedio de la intensidad relativa de la banda correspondiente a la proteina AsCasl12a

Posterior a probar el efecto de las 5 cepas antes mencionadas para la
expresion de AsCasl2a, se observé que la cepa que se usé desde el principio para

la optimizacion de los demas parametros presenté la expresion relativa mas alta.
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Finalmente, se determind a la cepa BL21 (DE3) como Optima para la expresion

recombinante de AsCasl2a y se mantuvo dicho parametro como constante.

La seleccion de una cepa apropiada para la produccién de una proteina
recombinante, en este caso AsCasl2a, resulta un punto crucial al momento de
optimizar la biosintesis de una proteina de interés, debido a las diferentes
caracteristicas que las cepas con ciertas mutaciones pueden ofrecer para aumentar
la eficiencia de la biosintesis, como se ha observado en diversos estudios.?34:3536
BL21 (DE3) presentd la expresion relativa de AsCasl2a en comparacion con las
otras cepas analizadas, esto puede deberse a que ademas de ser una de las cepas
mas comunmente utilizadas para la biosintesis de proteinas recombinantes, la
mayoria de las cepas seleccionadas son derivadas de la misma BL21 (DE3) y han
sido modificadas para cumplir con propdésitos especificos como la produccion de
proteinas toxicas (pLysS) o regular la expresion de proteinas que a altas
concentraciones se pueden agregar (Tuner). Dichas modificaciones resultan
beneficiosas cuando se trabaja con proteinas que presentan caracteristicas
especificas que dificultan su biosintesis, pero en el caso de AsCasl2a al no
presentar ninguna de estas caracteristicas, la cepa BL21 (DE3) resulta la mejor

opcion.
Cinéticas de Biosintesis de AsCasl12a

Una vez que todos los pardmetros establecidos como variables fueron
optimizados se realizaron ensayos para determinar el efecto que dichos cambios
tendrian en la DO del cultivo, la concentracién de proteina total presente en la
fraccion soluble y la expresion relativa de AsCasl2a. Ademas, un ensayo de
biosintesis con las condiciones iniciales se llevo a cabo y se realizé la comparacion

de los resultados obtenidos en ambos experimentos.

Se evalud el efecto de la optimizacién de los parametros de biosintesis de
AsCasl2a en matraces conteniendo 100 mL de cultivo optimizado y el cultivo inicial.
Las mediciones de DO muestran que el crecimiento de las bacterias con los

parametros optimizados es mas rapido que con los parametros iniciales, indicando
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que el cultivo presenta una mayor biomasa bacteriana, lo cual fue comprobado

pesando el pellet generado por la centrifugacion de un litro de cultivo tanto

optimizado como inicial, teniendo un peso aproximado de biomasa humeda de 7.6

Og para el optimizado y de 2.27 g para el inicial. Aproximadamente a las 9 horas de

post-induccion el cultivo optimizado alcanz6é una DO maxima de 6.63 UA, mientras

que el cultivo con parametros iniciales a las 24 horas alcanzé una DO de

aproximadamente 2.61 UA presentando asi una DO 2.54 veces mayor en solo 9

horas de post-induccién con los pardmetros optimizados. EI comportamiento de la

DO de ambos cultivos en funcion del tiempo se puede observar en la Figura 14.
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Figura 14. Ensayo para analizar el comportamiento de la densidad 6ptica de los cultivos

optimizados y con condiciones iniciales. Grafica del comportamiento de la densidad 6ptica de los

cultivos con las condiciones optimizadas y las condiciones iniciales.
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Posteriormente se analizé la concentracion de proteina total presente en la
fraccion soluble de las muestras recuperadas de los cultivos optimizados e iniciales
por mediciones realizadas con el programa Protein A / 280 de Nano Drop. Se
observo que la concentracion total de proteinas presente en la fraccion soluble del
cultivo optimizado alcanz6 un valor méximo de entre 38 y 42 pg/plL a las 9 horas de
post-induccion. Mientras que a las 24 horas la concentracion total de proteinas de
la fraccion soluble del cultivo con parametros iniciales fue de aproximadamente
17.10 pg/uL, teniendo una concentracion 2.45 veces mayor a las 9 horas de post-
induccion con los pardmetros optimizados. EI comportamiento de la concentracion
total de proteina presente en la fraccion soluble con los parametros optimizados e

iniciales en funcion del tiempo se puede observar en la Figura 15.
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Figura 15. Ensayo de cuantificacién mediante Nano Drop de la cantidad total de proteina
presente en las muestras obtenidas de los cultivos con condiciones optimizadas y originales
Gréfica del comportamiento de la concentracion total de proteina presente en las muestras obtenidas

de la fraccién soluble de las condiciones optimizadas y las condiciones iniciales.
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Se analizd por SDS-PAGE la expresion relativa de AsCasl2a tanto con los
parametros optimizados como con los parametros iniciales (Figura 16). Se observo
que, entre las 6 y 9 horas de post-induccion con los parametros iniciales, la
intensidad de la banda correspondiente a AsCasl12a alcanza un maximo y no varia
de manera notable en los tiempos posteriores. Ademas, la intensidad de la banda a
las 6-9 horas de post-induccion con los parametros optimizados es mucho mayor
que aquella que se observé con los parametros iniciales posterior a 24 horas de
induccion.
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Figura 16. Determinacion del porcentaje relativo de AsCasl2a en las muestras obtenidas
mediante analisis densitométricos Ensayos SDS-PAGE para evaluar la cinética de produccion
de la proteina AsCasl12a tanto de las condiciones originales como de las condiciones optimizadas
durante 24 hrs.

Con los analisis densitométricos se comprobé que la banda correspondiente
a la expresion relativa de la proteina AsCasl2a soluble con los pardmetros
optimizados alcanza un maximo de ~30.5% con relacion a la intensidad total del
carril entre las 6 y las 9 horas de post-induccion mientras que la expresion relativa
maxima de la proteina AsCasl12a con los parametros iniciales fue de ~17.6% a las
24 horas de post-induccién. EI comportamiento de la expresion relativa de la

proteina recombinante se puede observar en la Figura 17.
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Figura 17. Determinacidn de la cantidad relativa de AsCas12a en funcion del tiempo. Grafica
gue muestra el comportamiento de la intensidad relativa de la banda correspondiente a la proteina

AsCasl2a en funcion del tiempo.

Tabla 7. Promedio de la intensidad relativa de la banda correspondiente a la proteina AsCasl12a

obtenidos por analisis densitométricos.

TuEmE (102) 0 05 3 6 9 12 15 21 24
% de AsCasl2a

(Optimizada) 0 17.39 25.21 29.62 30.49 33.21 29.37 31.27 33.68
% de AsCasl2a

(Inicial) 0 0 13.9 16.74 18.53 19.92 22.75 23.35 23.16

Con los andlisis realizados se observé que el cambio de todos los parametros
seleccionados condujo a la optimizacion de la biosintesis de la proteina AsCasl12a
~1.62 veces cuando se compard con la expresion relativa con los paradmetros
iniciales. Ademas, la optimizacion redujo el tiempo de post-induccién ~2.66 veces,
pasando de 24 a solo 9 horas. El aumento en la biosintesis de la proteina AsCas12a
estd sujeta a los mudltiples parametros que fueron evaluados, al aumentar la
temperatura la tasa de crecimiento de E. coli también aumenta. Por otro lado,
emplear un medio enriquecido y suplementarlo con glucosa asegura que las

bacterias tendran acceso a suficientes nutrientes para crecer y producir la proteina
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AsCasl2a. Ademas, la seleccion de una cepa especializada en la produccion de

proteinas recombinantes asegur6 un alto rendimiento por litro de cultivo.
Biosintesis en 1 L de cultivo y Purificacion

La proteina AsCasl2a se aislo de la fraccion soluble del lisado celular de E.
coli BL21 (DES3) y se purific6 mediante tres cromatografias de columna: afinidad a
niquel (figura 18a), heparina (Figura 18b) y exclusion molecular (SEC) (Figura 18c).
La primera purificacion por afinidad a niquel se realizé haciendo uso de la etiqueta
de seis histidinas que se encuentra en la region amino terminal de AsCas12a, dicha
etiqueta fue cortada por la accion de la enzima proteasa TEV y posteriormente se
removid mediante el proceso de didlisis. Aprovechando las caracteristicas
electrostéaticas de la proteina AsCasl2a, la cual presenta una carga positiva, se
realizd una purificacién por intercambio ibnico empleando una columna de heparina
gue presenta grupos carboxilato (COO") y sulfonato (SOs) que interactian con la
carga de AsCasl2a siempre y cuando se emplee un buffer con un pH menor al
punto isoeléctrico (pl) de AsCasl2a (pl = 8.01). Finalmente, las proteinas se
purificaron segun su tamafio empleando una técnica de cromatografia de columna

por exclusion molecular.
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Figura 18. SDS-PAGE 7.5% correspondiente a las purificaciones por cromatografia de columna. A)
Niquel. B) Heparina. C) Exclusion molecular (SEC). Las fracciones que fueron recuperadas se

encuentran sefialadas con un rectangulo rojo.
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Figura 19. Ensayo de purificacion mediante cromatografias de columna de 1 litro de cultivo y
determinacién de la pureza relativa de AsCasl12a. A) Resumen de la purificaciéon de la proteina
AsCasl2a. B) SDS-PAGE en el que se carg6 en cada carril un microgramo de la proteina AsCasl12a

para determinar su pureza relativa.

Posteriormente se comprobd la identidad y pureza de las proteinas por
Western Blot y SDS-PAGE, respectivamente. En el SDS-PAGE correspondiente al
analisis de pureza de AsCasl12ay con un posterior analisis densitométrico podemos
observar que contamos con una pureza relativa de ~88.88% la cual no se encuentra

tan alejada a la de la proteina AsCasl12a que se obtiene con PI (Figura 19).

Para confirmar la identidad de las proteinas purificadas se llevé a cabo un
WB empleando un anticuerpo policlonal anti-Cpfl (Figura 20). En dicho ensayo
podemos observar que tanto la proteina purificada fue reconocida exitosamente por
el anticuerpo, al igual que la proteina AsCasl2a previamente producida con el
protocolo inicial, asi como las proteinas AsCasl2a cataliticamente inactivas que de
igual manera son producidas y purificadas en el laboratorio. La proteina que fue
empleada como control en este caso fue una proteina completamente no
relacionada y como se observa en el WB (Figura 20) el anticuerpo anti-Cpfl no
reconocio el control. La presencia de la pequefia banda que se encuentra por debajo
de la banda correspondiente a la de la proteina AsCasl12a puede deberse a que al
momento de la produccion de la proteina existe cierto porcentaje de proteina Cas12
gue no se produce de manera exitosa o por la presencia de fragmentos hidrolizados
de la proteina por el proceso de biosintesis o algun error relacionado con la

metodologia.
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Figura 20. Ensayo de Western Blot para comprobar la identidad de la proteina AsCas12a con
un peso molecular de 151.2 kDa.

Aunque para este punto la identidad y pureza de la proteina AsCasl2a ya
habia sido confirmada, se requirié realizar una caracterizacion funcional de las
misma ya que al aumentar la temperatura de post-induccion hasta 30°C corriamos
el riesgo de que el plegamiento de la proteina de interés no fuera el correcto por el
acelerado ensamblaje que las proteinas experimentan a dicha temperatura en

comparacion con la biosintesis a 12 °C.28:29.30

Evaluacion de la Actividad Nucleasa (Cis)

Una vez que la proteina AsCasl2a fue purificada correctamente y se
realizaron las alicuotas se analizo si el cambio de todos los parametros que fueron
optimizados a lo largo de esta investigacion afectaria la actividad nucleasa de la

proteina, impidiendo su desempefio en el corte de dsDNA una vez que se formara
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el complejo RNP>4, Para comprobar esto se evalu6 la habilidad del complejo RNP
de la proteina AsCasl12ay su gRNA para cortar el gen N del SARS-CoV-2 contenido
en el plasmido pPET28a-SARS-CoV-2-genN(Figura 21).

En el primer pozo del gel de agarosa se colocé el marcador de peso
molecular, en el segundo pozo se colocé el pDNA conteniendo la secuencia del gen
N del SARS-CoV-2 y el complejo RNP formado por la proteina AsCasl2ay con el
gRNA disefiado para la detecciébn del gen N, en el tercer pozo se colocé
simplemente el plasmido pPET28a-SARS-CoV-2-genN, en el cuarto pozo se coloco
el complejo RNP con el gRNA disefiado para la deteccidon del gen N y el plasmido
pMBP-AsCasl12a como control negativo de la actividad de corte del complejo RNP

y finalmente en el quinto pozo se cargd el plasmido pMBP-AsCas12a.
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Figura 21. Ensayo de corte cis del gen N del SARS-CoV-2 en gel de agarosa 1%.

Como se puede observar en el gel de agarosa (Figura 21), el complejo RNP

digiri6 de manera exitosa y eficiente el pDNA diana que contiene la secuencia del
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gen N del SARS-CoV-2 y que se encontraba superenrollado, el cual presenta un
peso molecular de 7,253 pares de bases (pb). El pDNA usado como control negativo
que tiene un peso molecular de 9,210 pb permanecio intacto debido a que la
proteina AsCasl2a no fue capaz de reconocerlo con el gRNA empleado para la
formacién de los RNP.

Después de este andlisis se comprob6é que ninguno de los parametros
optimizados para la biosintesis AsCasl12a afecto la actividad de corte en cis de la
proteina obtenida del ensayo de produccion a gran escala y purificacion por
cromatografias de columna. La proteina fue capaz tanto de interactuar con el gRNA
necesario para el reconocimiento del pDNA diana, asi como de reconocer y cortar
el pDNA que contenia al gen N del SARS-CoV-2.

Evaluacion de la Actividad Nucleasa (Trans) / Ensayo de

Deteccion Molecular

El dltimo paso para determinar que la proteina obtenida con los pardmetros
optimizados era completamente funcional es la evaluacién de la actividad de corte
colateral (trans) que presenta la proteina AsCasl2a, cualidad que la ha llevado a
ser ampliamente utilizada para la deteccibn molecular de patégenos de

interés.%:27:37.38

Se evalu6 si la actividad de corte en trans de AsCasl2a se habia visto
afectada por el cambio en los diversos parametros aqui evaluados mediante el
seguimiento del aumento de fluorescencia en consecuencia del corte de una sonda
conformada por una secuencia corta de ssDNA acoplada al fluoroforo FAM y a una
molécula quencher, corte que se da posterior al correcto reconocimiento de la

secuencia del dsDNA diana por el complejo RNP (Figura 22).
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Para este ensayo de deteccidbn molecular se colocé el volumen total de
reaccion (27 pL) en la placa de 256 pocitos y posteriormente se siguioé el cambio en
la fluorescencia de manera continua durante 60 minutos. Se midié continuamente
la fluorescencia de tres reacciones distintas, una positiva que contenia al pDNA con
la secuencia respectiva del gen N SARS-CoV-2 y el complejo RNP conformado por
la proteina AsCasl12ay el gRNA disefiado para la deteccidon del gen N. Una negativa
gue contenia al pDNA necesario para la biosintesis de la proteina AsCasl2ay el
complejo RNP con el gRNA disefiado para la deteccion del gen N. Finalmente una
tercera reaccion que contenia simplemente el complejo RNP sin ningin pDNA.
(Figura 22)
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Figura 22. Ensayo de corte Trans para la deteccién molecular del gen N del SARS-CoV-2

determinado por el aumento en la fluorescencia dado por el corte indiscriminado de la sonda
de ssDNA.

Como se puede observar en la Figura 22, las reacciones correspondientes al
control negativo y al control sin pDNA no muestran un aumento en la fluorescencia
de FAM durante los 60 minutos de incubacion del ensayo de deteccién molecular.
Por otra parte, el rapido aumento en la intensidad de fluorescencia de FAM de la
reaccion que contiene el RNP y el pDNA con la secuencia para detectar el gen N
del SARS-CoV-2 indica que la proteina AsCas12a purificada presenta una actividad
de corte colateral completamente funcional la cual puede ser empleada para la

deteccidn genética.
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Después de este analisis se comprobd que ninguno de los pardmetros
optimizados afectd la actividad de corte en trans de la proteina AsCasl2a esto
debido a que la proteina fue capaz de reconocer y cortar a su dsDNA diana de
manera eficiente y especifica. De igual manera fue capaz de cortar de manera
indiscriminada la sonda de ssDNA presente en la reaccion de deteccion molecular,
lo cual significa que la proteina AsCasl2a producida con los parametros
optimizados y purificada por cromatografias de columna es completamente

funcional.
Conclusiones

1. Se optimizé6 la concentracion de IPTG de 1 mM a 0.3 mM, la temperatura de
post-induccion de 12°C a 30°C, el medio de cultivo de LB a TB suplementado
con glucosay la cepa empleada para la biosintesis de la proteina AsCasl12a,
la cual se mantuvo como BL21 (DES3). Esto fue comprobado por el aumento
en la densidad optica del cultivo, la concentracion total de proteina y la

expresion relativa de la proteina AsCasl2a.

2. Lapurezade la proteina AsCasl2a obtenida con los parametros optimizados
se encuentra dentro del porcentaje de pureza obtenido en otros articulos de

investigacion relacionados.6:9:10

3. Se comprobd que la proteina AsCasl2a producida con las condiciones

optimizadas mantiene su actividad nucleasa tanto en Cis como en Trans.

4. Los ensayos de deteccion molecular del gen N del SARS-CoV-2
demostraron que la proteina AsCasl2a presenta una actividad nucleasa en
trans eficiente, ya que se generd la sefial maxima de fluorescencia a los 15

minutos de incubacion.
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