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Introduccion. En la naturaleza, el DNA es la molécula
universal para el almacenamiento de la informacion
genética, mientras que en el mundo sintético el DNA se
ha usado como un bloque de construccion empleado
para desarrollar arquitecturas en la nanoescala (1).
Esta molécula es altamente versatil y programable,
esto se ha visto reflejado con el creciente desarrollo de
la nanotecnologia del DNA en las Ultimas décadas,
permitiendo el disefio racional de nanoarquitecturas
con gran precisiéon. El alcance de las nanoestructuras
de DNA puede ser expandido con la incorporacion de
proteinas, dando lugar a bionanoestructuras hibridas.
Este proyecto esta enfocado en la bionanotecnologia
hibrida de DNA-proteinas, en la cual ambos bloques de
construccion actuan sinérgicamente durante el proceso
de auto-ensamble (2). El objetivo de este trabajo es la
formacidn de bionanoestructuras hibridas, donde se
utilizaran dos versiones de proteinas quiméricas Cas
cataliticamente inactivas fusionadas a dominios de
heterodimerizacion (dCasl2a-FRB y dCasl2a-FKBP
[5]), que formaran un complejo ribonucleoproteico con
crRNAs, pudiendo reconocer secuencias
especificas de dsDNA, ademas incorporando la
capacidad intrinseca de polimerizarse por el sistema de
heterodimerizacion  inducido  quimicamente  en
presencia de rapamicina.

Metodologia. Se realizé la produccion de las proteinas
por métodos recombinantes en Escherichia coli BL21
D3. Se purificaron secuencialmente por
cromatografias:  afinidad a iones metalicos
inmovilizados, heparina y por exclusion de tamafio
molecular (3). Se realizo la caracterizacion de la unién
al dsDNA por ensayo de movilidad electroforética,
caracterizacion de heterodimerizacion de proteinas por
dispersion de luz dinamica y caracterizacion de la
formacion de bionanoestructuras microscopia de
fuerza atomica.

Resultados.
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Fig. 1. Geles de poliacrilamida SDS-PAGE al 7.5 % mostrando la
produccion y las etapas de purificacion de las proteinas a) dCas12a-
FRB y b) dCas12a-FKBP. Se resalta en rojo la proteina purificada.
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Fig. 2. Unién al dsDNA y dimerizacion de las proteina Casl2a. a)
Ensayo de movilidad electroforética de los RNPs con fragmentos de
DNA en presencia y ausencia de rapamicina. b) Distribuciones de
diametro hidrodindmico de dCasl12a-FKBP + dCasl2a-FRB (11.7
nm) y c) dCas12a-FKBP + dCas12a-FRB + Rapamicina (24.36 nm).

Fig. 3. Microscopia de fuerza atémica de las bionanoestructuras
ensambladas. a) y b) Polimerizacion de los complejos
ribonucleoproteicos (dCasl12a-FRB/FKBP + crRNAs) ensamblados
con fragmentos de dsDNA, en presencia de rapamicina
(RNP:DNA:Rapamicina).

Conclusiones. Las proteinas recombinantes
dCasl2a-FRB y dCasl12a-FKBP purificadas (pureza de
84.4% y 86.5%, respectivamente) unieron al DNA de
manera especifica y se heterodimerizaron en
presencia de rapamicina. Las proteinas se auto-
ensamblan en bionanoestructuras hibridas tipo
nanofibras con longitudes de entre 800 nmy 2 um.
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