Silenciamiento de sectores no usados del proteoma de E. coli usando CRISPRI y su
aplicacién en biologia sintética.
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Introduccién. La Biologia Sintética intenta lograr el disefio
racional y expresion de circuitos sintéticos, con funciones
bioldgicas generalmente no naturales. La estabilidad y
predictibilidad adecuado de estos circuitos dentro del organismo
hospedero son algunas de las principales problematicas a las
que se enfrenta esta disciplina (1). Una de las principales
razones que provocan estas probleméticas es la limitada
disponibilidad de recursos celulares por los cuales deben
competir los circuitos genéticos y la maquinaria enddgena de la
célula, ocasionando un fenémeno denominado como sobrecarga
metabdlica (2). Los microorganismos expresan proteinas cuya
funcién es brindarles proteccién ante efectos negativos del medio
y garantizar su supervivencia, dedicando una parte considerable
de su proteoma y recursos celulares en general a esta funcién
(3). En el sistema CRISPRi se emplea una versién
cataliticamente muerta de la enzima Cas9 (death) y es utilizado
para regular a nivel transcripcional la expresion de genes sin
afectar la integridad de la secuencia de ADN (4).

El objetivo de nuestro trabajo es reducir la expresion de sectores
del proteoma no asociado al crecimiento de E. coli para mejorar
la integracion de funciones sintéticas.

Metodologia. Se empled el sistema CRISPRI, para poder
reprimir la expresion de factores transcripcionales que regulen
positivamente la expresion de genes involucrados con funciones
de cobertura.Se emple6é el plasmido pCRISPathBrick, del
repositorio Addgene (#65006), una regién que mantiene la
arquitectura de un arreglo CRISPR, con un non-targeting gRNA
modificado con el Unico sitio de corte de para la enzima de
restriccion Bsal, sitio donde se ensamblaran los nuevos
gRNA(5). Se eligieron como TF’s dianas csgD, marA y el factor
sigma rpoS. Se empleara el plasmido pSEVA63-Dual, el cual
contiene una GFP expresada constitutivamente y RFP inducible
por AHL. Lo que permiti6 cuantificar la relacion de la
fluorescencia de ambas proteinas, siguiendo un principio
microecondmico denominado lineas de isocosto, el cual se
refiere al manejo de un presupuesto determinado de manera mas
Optima, en nuestro caso dicho presupuesto son los recursos
celulares(6).

Fotografia 1. Gel al 2% de agaraosa. En los pocillos 2, 3, 4
y 5 se ubican los productos de PCR del CPB, CPB-marA,
CPB-csgD, CPB-rpoS y CPB-csgD_marA.

Resultados.
Se puede observar en la fotografia 1 un incremento de 56
nucleétidos aproxiamadamente con lo que se puede comprobar
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Figura 1. Lineas de isocosto de la fluorescencia normalizada
de los diferentes factores de transcripcién reprimidos por el
sistema CRISPRI.

la presencia de los gRNA’s insertados en el pldsmido y la
presecnia de una doble combinacion.

Se puede observar en la figura 1, como existe un incremento
en la fluorescencia emitida por las cepas transformadas con las
variantes de los distintos gRNA'’s, donde en todos los casos se
pudo observar un incremento superior a la cepa WT.

Conclusiones. Los factores de transcripcion reprimidos
utilizando el sistema CRISPRi fueron capaces de liberar
suficientes recursos celulares para incrementar una produccion
de proteina fluorescente. La doble combinacién de TF’s
reprimidos fue capaz de liberar una gran cantidad de recursos
celulares, lo que sugiere que este fenomeno puede ser aditivo.
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