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RESUMEN

Ingenieria de la proteina BLS para el disefio de dispositivos nanofétonicos

La fabricacién de nanoestructuras a partir de moléculas biologicas es un campo de
investigacion muy activo. En 2006 se desarroll6 un método revolucionario, llamado
AOrigamis de ADNO, para formar estructuras n.
trabajos demostraron que estas estructuras podian funcionar como sistemas de
andamiaje donde organizar nanoparticulas, fluoréforos y proteinas, y las
aplicaciones de los origamis de ADN se expanden dia a dia. Las proteinas pueden
aportar una herramienta alternativa y complementaria al campo de la nano-
fabricacion. En comparacion con el ADN, las proteinas tienen la ventaja de poseer
mayor rigidez estructural, gran diversidad de funciones quimicas y bioldgicas, y la
capacidad de auto-ensamblarse en estructuras de mayor tamafio y complejidad.

En este contexto, esta tesis explora la ingenieria de una proteina especifica para el
disefio de dispositivos nanofotdnicos, es decir, estructuras fabricadas en base a
proteinas que sirvan para manipular luz e interacciones luz-materia en escala
nanometrica. La proteina modelo se llama Lumazina Sintasa de Brucella (o BLS por
sus siglas en inglés). La misma es un homo-decamero, ensamblado como dimero
de pentameros. Algunas ventajas de emplearla como bloque de construccion son
su alta termoestabilidad y su resistencia frente a desnaturalizantes quimicos. Asi
mismo, sus extremos N-terminales se encuentran libres y disponibles para la fusiéon
con otros polipéptidos asi como cualquier otro tipo de moléculas.

En primer lugar, aprovechando que el decamero de BLS forma una cavidad que
podria albergar pequefias moléculas, se incorporaron en ella fluoréforos y se
caracterizaron sus propiedades Opticas en este entorno. Luego, combinando de
manera novedosa dos metodologias de microscopia de molécula Unica, se
caracterizo la movilidad y la orientacién relativa de dichos fluor6foros respecto a la
proteina. Con este método fue posible determinar que los fluoréforos se ubican en
la cavidad en dos orientaciones preferenciales. Es destacable que esta informacién
estructural se obtuvo en un microscopio 6ptico, a temperatura ambiente, y en
entorno liquido, y de hecho se observaron transiciones dinamicas de los fluoréforos
entre las dos orientaciones preferenciales. Estos experimentos constituyen avances
en dos frentes. Por un lado, los resultados obtenidos demuestran que la nana
fabricacion por ingenieria de proteinas es una estrategia prometedora vy
ampliamente aplicable para estudiar las interacciones entre moléculas pequefias y
proteinas, asi como una herramienta atractiva para controlar la orientacion de los
fluoréforos empleando un andamio bioldgico, allanando el camino para aplicaciones
en bionanofotdnica que dependen de la orientacion molecular. Por otro lado, la
metodologia desarrollada representa un paso importante en la tendencia actual de
obtener informacion estructural de biomoléculas en condiciones biologicamente
relevantes, en incluso de observar dinAmicas. En este sentido, en otro capitulo de
esta tesis, expandimos este concepto modificando a BLS para aplicar nanoscopias
de fluorescencia con resolucibn nanométrica, y asi medir en condiciones
biol6gicamente relevantes, las dimensiones de la proteina.



Otra investigacion de BLS como plataforma para dispositivos nanofotonicos fue el
ensamblado de sistemas multicromoféricos. Usando la multiplicidad de
funcionalidades que ofrece BLS, se incorporaron grupos funcionales de
especificidad en un extremo de un pentamero, y fluoréforos en el otro extremo. Este
constructo multicromoférico fue evaluado como marcador para microscopia de
super-resolucion por ubicacién de moléculas individuales, con el objetivo de obtener
un marcador mas eficiente que los tradicionales. Si bien se logré marcar y visualizar
actina con BLS por super-resolucién, no se hallaron grandes mejorias respecto a
otros marcadores existentes o desarrollados en simultaneo con esta tesis.

Finalmente, con el objetivo de ensamblar nano-antenas oOpticas basadas en BLS,
se estudio el ensamblado de nanoparticulas de oro sobre los extremos de BLS. Se
lograron obtener oligdmeros de nanoparticulas de oro mediante dos estrategias
diferentes que involucran a BLS. Estudios de particula Unica revelaron que dichas
poblaciones son heterogéneas. Este enfoque requiere de mas investigacién para
obtener protocolos que permitan fabricar nanoantenas con control estequiométrico
de proteinas y nanoparticulas.

Palabras clave: microscopias de molécula Unica, caja proteica, nanoscopias, hano-
fabricacion, bionanofotonica



ABSTRACT

Engineering of BLS protein for the design of nanophotonic devices

The fabrication of nanostructures from biological molecules is an active field of
research. I n 2006, a revolutionary method (c
to form nanometric structures based on DNA. Various works demonstrated that

these structures could function as scaffolding systems to organize nanopatrticles,

fluorophores and proteins. The applications of DNA origami are expanding day by

day. Proteins can provide an alternative and complementary tool to the field of
nanofabrication. Compared to DNA, proteins have the advantage of having more

structural rigidity, a great diversity of chemical and biological functions, and the ability

to self-assemble into structures of greater size and complexity.

In this context, this thesis explores the engineering of a specific protein for the design
of nanophotonic devices. In other words, structures manufactured based on proteins
that serve to manipulate light and light-matter interactions on a nhanometric scale.
The model protein is called Brucella Lumazine Synthase (or BLS). It is a homo-
decamer, assembled as a dimer of pentamers. Some advantages of using it as a
building block are its high thermostability and resistance to chemical denaturants.
Likewise, its N-terminal ends are free and available for fusion with other polypeptides
as well as any other type of molecules.

In first place, taking advantage of the fact that the BLS decamer forms a cavity that
could house small molecules, fluorophores were incorporated inside it and their
optical properties were characterized in this environment. Then, by combining two
single-molecule microscopy methodologies in a novel way, the mobility and relative
orientation of these fluorophores with respect to the protein were characterized. With
this method it was possible to determine that the dyes are hosted in the cavity in two
preferential orientations. It is important to note that this structural information was
obtained in an optical microscope, at room temperature, and in a liquid environment,
allowing to observe dynamic transitions of the fluorophores between the two
preferential orientations. These experiments constitute advances on two fronts. On
one hand, the results obtained demonstrate that protein engineering nanofabrication
is a promising and widely applicable strategy to study interactions between small
molecules and proteins, as well as an attractive tool to control the orientation of
fluorophores using a biological scaffold, paving the way for applications in
bionanophotonics that depend on molecular orientation. On the other hand, the
developed methodology represents an important step in the current trend of
obtaining structural information of biomolecules under biologically relevant
conditions, even observing dynamic information. In this sense, in another chapter of
this thesis, we expand this concept by modifying BLS to apply fluorescence
nanoscopy with nanometric resolution, and thus measure the dimensions of the
protein under biologically relevant conditions.

Another investigation of BLS as a platform for nanophotonic devices was the
assembly of multichromophoric systems. Using the multiplicity of functionalities
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offered by BLS, specificity functional groups were incorporated at one end of a
pentamer, and fluorophores at the other end. This multichromophoric construction
was evaluated as a marker for super-resolution microscopy by location of individual
molecules, with the aim of obtaining a more efficient marker than traditional ones.
Although it was possible to mark and visualize actin with BLS by super-resolution,
no great improvements were found compared to other existing markers or developed
simultaneously with this thesis.

Finally, with the aim of assembling optical nano-antennas based on BLS, the
assembly of gold nanoparticles oligomers using BLS was studied. Gold nanoparticle
oligomers were obtained using two different strategies involving BLS. Single particle
studies revealed that these populations were heterogeneous. This approach
requires more research to obtain protocols that allow manufacturing nano-antennas
with stoichiometric control of proteins and nanopatrticles.

Keywords: single molecule microscopies, protein cage, nhanoscopy, hano-
fabrication, bionanophotonics
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PROLOGO

El presente trabajo tiene el objetivo de mostrar los resultados, discusiones y
conclusiones obtenidas tras 7 afios de trabajo en los laboratorios de Inmunologia y
Microbiologia Molecular de la Fundacion Instituto Leloir (FIL/IIBBA-CONICET) y de
Nanofisica Aplicada del Centro de Bionanociencias (CIBION-CONICET). Persigo
con esta tesis poder compartir algo de lo aprendido durante estos afos, a lo que yo
llamo pequefias conquistas en la interfaz de la ingenieria de moléculas biologicas
(especialmente de proteinas) y las nano-ciencias (especificamente las microscopias
de molécula Unica y de super-resolucion). Precisamente, esta tesis comenz6 a
gestarse en 2017 entre Hernan, los dos Fernandos y yo con la ambiciosa motivacion
de empalmar estas dos areas de conocimiento que hasta ese momento poco se
cruzaban entre si. Esto después se materializo en el objetivo general y los objetivos

especificos que podran leer en la introduccién.

Sin embargo, considero que mostrar los resultados experimentales seria mostrar
s6lo una parte de lo que para mi fue el proceso del doctorado. Es por esto que he
decidido incluir este prologo, en el que también quiero compartir otro tipo de
procesos, reflexiones y conclusiones a las que llegué producto de haber realizado
un doctorado. Aprendizajes que considero tanto o mas importantes que los

aprendizajes técnicos y analiticos.

Durante estos 7 afios, aprendi no solo como utilizar un HPLC o un microscopio de
fluorescencia, sino que también aprendi mucho sobre cémo funcionan el sistema
universitario y el sistema cientifico argentino, ambos altamente imbricados entre si.
Pude aprender sobre ellos por muchas razones, pero sin duda podria destacar tres:
la primera es de contexto general, ya que los procesos politicos y econdmicos de
nuestro pais en este periodo impactaron tanto de manera directa como indirecta en
la universidad y en el sistema cientifico (y consecuentemente impactaron en mi
doctorado); la segunda es que tuve la suerte de que, ademas de grandes
cientificos, tuve dos directores muy preocupados también por estas cuestiones y

con quienes comparti no solo infinitas discusiones sobre resultados sino también
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sobre politica cientifica; la tercera razén es que durante este periodo dediqué parte
de mi tiempo a estudiar (de manera autodidactica pero también de manera formal)
el sistema cientifico y su historia, para tener mas herramientas a la hora de pensarlo
y de actuar en consecuencia. Légicamente, este proceso reflexivo tuvo su correlato
en la préactica, por lo que durante todos estos afios alterné los experimentos con
militancia activa, para poder defender lo que como comunidad cientifica habiamos
logrado conseguir y también para cambiar aquellas cosas que podian y debian
mejorar. Todo esto resultdé en un salto (inesperado) en mi vida hacia la gestién en
la FCEN (mi segundo hogar) durante los ultimos 2 afios, mientras esta tesis era

escrita.

Quisiera entonces compartir algunas reflexiones que me llevo del proceso de haber

hecho un doctorado.

Sobre el Apensamiento cr2ticoo

Habitualmente se hace referencia a que un objetivo de las instituciones en la
formacién de profesionales, tanto en sus carreras de grado como de posgrado, es
la formacion de ciudadanos con pensamiento critico. Sin embargo, pocas veces se
da una definiciéon clara de que significa tener pensamiento critico. En mi opinion,
esta expresion tiene dos significados hermanos, que deberian ser dos caras de una
misma moneda. Por un lado, es esencial que un graduado universitario y mas adn
un doctor, tenga la capacidad de ser critico a la hora de hacerse preguntas
cientificas, a la hora de disefiar experimentos, de interpretar resultados y de obtener
conclusiones a partir de ellos. Eso es sin duda la condicion sine qua non para poder
hacer ciencia de calidad. Pero, por otro lado, pensamiento critico debe también ser
interpretado como la capacidad de un individuo de pensarse como sujeto cuya
actividad (en este caso hacer ciencia) se encuentra inmersa en un contexto social,
histérico y geografico. En ese sentido, no podemos dejar de ser criticos con nuestra
propia actividad y con el sistema del cual formamos parte. Si nos quedaramos sélo
con la primera definicion que dimos de pensamiento critico, caeriamos en el riesgo

de ser simples técnicos altamente calificados.
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Sobre la ciencia como actividad situada

La ciencia, como toda actividad humana es un proceso historica y geogréaficamente
situado. Esta Tesis tuvo la particularidad de haber atravesado 3 periodos
presidenciales distintos (comenz6 con el gobierno de Mauricio Macri, siguié con el
de Alberto Fernandez y culmin6 con el gobierno de Javier Milei). Esto impacto
fuertemente en el desarrollo de esta y otras tesis por dos vias: las politicas
macroecondémicas que influyeron en nuestros sueldos, becas, el valor real de los
subsidios de investigacion. Sin dudas fueron afos dificiles para hace ciencia,
caracterizados por una politica de achicamiento de los gastos del estado durante
los gobiernos de Macri y Milei y una crisis inflacionaria y cambiaria durante el
gobierno de Ferndndez; por otro lado, las politicas de desmantelamiento de
complejo cientifico-tecnologica llevadas adelante durante el gobierno de Macri
fueron levemente compensadas por el gobierno de Fernandez y fuertemente
profundizadas por el gobierno de Milei al punto de que algunos hablan hoy de un
intento de cientificidio.

Por otro lado, entre 2020 y 2021 el mundo y la Argentina atravesaron una pandemia
sin precedentes en la historia de la humanidad que no solo tuvo efectos en el plano
biomédico-epidemioldgico, sino que también impulsdé cambios en otros aspectos
como las dinamicas sociales, laborales y culturales, mayormente traccionados por
una digitalizacién de la vida en general. Sin entrar en mucho detalle, quiero destacar
aqui que esta tesis no solo se vio afectada producto de la imposibilidad de hacer
experimentos por casi 2 afios, sino que modifico las formas de relacionarnos con
nuestro equipo de trabajo, los congresos, la docencia y las publicaciones. En lo
personal, rescato que ese tiempo que dejé de hacer experimentos me forzo a
explorar otras formas de indagar las preguntas cientificas que abordabamos a
través de simulaciones, y andlisis de datos en los que tuve que aprender a
programar, algo que me quedaba muy lejos y hasta me daba un poco de miedo.
Esta pandemia me dio también la oportunidad de aportar algo de lo que habia
aprendido durante mi tesis de grado y de doctorado tanto en el desarrollo de
posibles tratamientos (en particular colaboré en un proyecto liderado por Fernando

Goldbaum para el desarrollo de suero hiper-inmune anti-SARS-CoV-2), como en el
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diagnéstico temprano de trabajadores del sistema de salud y el seguimiento de la
respuesta inmune de las primeras personas vacunadas en nuestro pais (ambos
proyectos coordinados por Andrés Rossi en el Laboratorio de Serologia y Vacunas
del instituto Leloir). Esta experiencia me dio un indicio sobre la importancia para un
pais de formar personal altamente calificado, aun cuando su trabajo se netamente
de ciencia basica. Durante este periodo en la Fundacion Instituto Leloir, pusimos
todo nuestro conocimiento sobre produccion y purificacion de proteinas, asi como
ensayos inmunologicos al servicio de un problema social y sanitario, esta tarea fue
publicada en trabajos cientificos de los cuales me siento muy orgulloso de haber

podido participar.

Todo esto me lleva a un texto de Oscar Varsavsky que lei mientras estudiaba

biologia y que cambio mi forma de ver la ciencia:

nPer o debemos I nsi stir h sobr@ elrsigrefisagoode @sta r epet i

autonomia, pues es facil atacar por medio del ridiculo la idea de una ciencia

argentina. ¢Qué es una Fisica argentina, o una Sociologia argentina, aparte de

aplicaciones locales de verdades universales descubiertas por estas ciencias? La

ley de la gravitacion no es inglesa, aunque haya sido descubierta alli. Lo que es

verdad en Nueva York también lo es en Buenos Aires. Lo que ocurre es que la

verdad no es la Unica dimensién que cuenta: hay verdades que son triviales, hay

verdades que son tontas, hay verdades que s-1| o i

proposici-n significa algo si y s-1lo si pued:
una escuela filoséfica muy en boga entre los cientificos norteamericanos. Yo no lo

creochayot ra di mensi -n del significado que no pu
Y la importancia es algo esencialmente local; una teoria sobre el petréleo no tiene

el mismo interés en Suiza que en Venezuela. Nosotros no debemos usar los criterios

de importancia en el hemisferio Norte. Y si usamos nuestros propios criterios ya

habremos comenzado a hacer ciencia argentinaa

Oscar Varsavsky ewmi@ait é fil®60)a spolo? i
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Efectivamente, haber dejado por un rato de lado nuestro trabajo cotidiano para
intentar aportar un granito de arena al abordaje de un problema tan central en ese

momento como la pandemia, fue hacer ciencia politizada.
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Encuentro entre las nanociencias y las biociencias

En una conferencia de 1959 el famoso fisico Richard Feynman dijoi Ther e
of space at,remareandb laimpodamaia de que las ciencias estudien la
materia a nivel atdbmico y molecular. Algunos autores? datan este hecho como el
nacimiento conceptual de las nanociencias, de naturaleza interdisciplinaria en
términos de la forma en la cual se separaban las disciplinas cientificas hasta
entonces. Los avances en nanotecnologia se fueron sucediendo de manera
acelerada a medida que mejoraban las capacidades de fabricacion y caracterizacion
de la materia en esta escala de tamafos.

Hoy en dia existen diversas estrategias para construir en la nanoescala? 4, las
cuales pueden ser agrupadas en dos grandes grupos en funcion de su enfoque: las
estr at mgdoans § | as e Bottomaupoe(Fiiagsur & 1) .
consisten en esculpir materiales hasta obtener estructuras nanométricas. El ejemplo
mas frecuente de este enfoque es la litografia. Por el contrario, en el enfoque
bottom-up se parte de estructuras pequefias que se ensamblan de manera
ordenada para obtener nano-estructuras. En la mayoria de los casos, esto se
alcanza mediante reacciones quimicas controladas o gracias a procesos de auto-
ensamblaje debidos a las fuerzas intermoleculares. Este Ultimo enfoque es muy
frecuente en la naturaleza, especialmente en la organizacién de estructuras

celulares o subcelulares.
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figura 1: representacion esquematica de estructuras bioldgicas tipicas de diversos tamafios
y estrategias para la construccion de sistemas de tamafio nhanométrico (10-100 nm).

En paralelo, la biologia molecular y la biologia estructural tuvieron un considerable
crecimiento a lo largo de la segunda mitad del siglo XX 8. Podemos situar como
punto de partida la década del 50, cuando se descifré la estructura de la doble hélice
de ADN (1953) y se obtuvo la primera estructura cristalografica de una proteina
(1959). Vale aclarar que antes de ese momento ya se tenia bastante informacion
sobre la quimica de las moléculas biolégicas, pero poco sobre su estructura. El
entendimiento de la relacion entre la estructura y la funcion de las moléculas
bioldgicas traeria, entre otras cosas, el desarrollo de la biotecnologia moderna con
aplicaciones en salud® !, agro'?'*4, e industria®®.

Al iniciarse el siglo XXI las nanociencias y las biociencias comenzaron a cruzarse
por varios caminos'®. En primer lugar, se comenzaron a aplicar herramientas
provenientes de la nanotecnologia a la biotecnologia'®1’8, Se puede enumerar una
extensa lista de trabajos que desde entonces han intentado incorporar funciones
biolégicas a nanoparticulas y superficies nano-estructuradas!®?°: anticuerpos?:,
enzimas??, polimeros bioldgicos?3, ADN?*, entre muchas otras. En segundo lugar,
se comenzaron a utilizar moléculas biol6égicas como elementos estructurales,

aprovechando su capacidad natural de auto-ensamblarse?®. Otro punto de contacto
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mas reciente es el advenimiento de nuevas técnicas que permite observar
estructuras bioldgicas a escala nanométrica en condiciones compatibles con la vida.
Entre ellas, destacan las microscopias de fluorescencia de super-resolucion,
también llamada nanoscopia de fluorescencia®®. El acelerado desarrollo de las
mismas esta comenzando a permitir responder preguntas propias de la biologia
estructural en condiciones fisiolégicas. Esta tesis involucra los dos ultimos puntos
mencionados: el empleo biomoléculas para la nano-fabricacién y la aplicacién de
nanoscopias para resolucién de preguntas biol6gicamente relevantes, razén por la
cual a continuacion detallaremos el estado del arte en estas dos areas de

conocimiento.

Empleo de biomoléculas para la nano-fabricacion

Acidos nucleicos como bloques de construccion en la nanoescala

El ADN es una molécula lineal polimérica, formada por 4 posibles mondémeros
llamados nucleétidos: adenina, timina, guanina y citosina. El primer par tiene la
capacidad de aparearse entre si y el segundo también. Dadas dos determinadas
secuencias de nucleétidos complementarias, se puede formar una hebra doble

cadena que toma la forma tridimensional de una doble hélice.

En 1982, Nadrian Seeman propuso la idea de usar el ADN como material de
construccién empleando las reglas de apareamiento de dicho sistema?’. De esta
forma, el ADN se utiliz6 como un nuevo nano-material versatil. La estrategia se
basaba en apareamientos denominados holliday juctions en los cuales, hebras de
ADN simple cadena eran unidos para formar uniones rigidas por un lado y extremos
pegajosos del otro. Asi, estas estructuras rigidas podian ser pegadas entre si para
formar ensamblados de mayor tamafo. Esto dio lugar a una serie de trabajos en los
gue pequeios objetos de ADN son ensamblados: nano-cables, grillas 2D y poliedros
3D.

En 2006 Paul Rothumend, descubrié una forma mas eficiente y versatil de disefiar

nano-estructuras basadas en ADN 2. EImétodo, | | amado i o rdngiseemi

25



en plegar una hebra larga simple cadena de ADN (denominada scaffold) empleando
una serie de oligonucleétidos (llamados staples) con complementariedad parcial a
dos sectores diferentes de la hebra (figura 2A). Asi, fragmentos del scaffold muy
alejados en la secuencia lineal pueden quedar muy cercanos espacialmente. Los
primeros trabajos que demostraron el uso de esta técnica fueron estructuras
bidimensionales de formas geométricas?®2°. En pocos afios se lograron obtener
estructuras 3D3! tales como nano-tubos o nano-cubos (Figura2B). También se
construyeron estructuras formadas por mas de un scaffold mediante técnicas de

ensamblado jerarquico3%33,
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Figura 2: (A) esquema de ensamblado de una estructura de ORIGAMI de ADN empleando
una hebra fAscaffoldd y muchas pequefas ||l amadas
diverso grado de complejidad y tamafio, ensambladas mediante la técnica de origami.

Adaptado de Hong et al. (2017)
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Existen varias ventajas sobre el uso de ADN como nano-material, como su facil
disefio y programabilidad, reactividad controlable con otras moléculas y baja
inmunogenicidad. También es facil construir nano-estructuras hibridas entre
origamis de ADN y nanoparticulas metalicas, polimeros, moléculas pequefas y
proteinas34. La nanotecnologia del ADN tiene en la actualidad aplicaciones en
diversos ambitos3®: delivery de drogas3®®' 38, biosensado de compuestos y
diagnostico3® 41; nanofoténica y plasmoénica*?44; fabricacion de motores
moleculares*4¢; disefio de nano-reactores enzimaticos*''4°; entre otros. Es
importante destacar que esta tecnologia no solo ha aportado al desarrollo de las
aplicaciones antes mencionadas, sino que también permite poner a prueba nuevas
metodologias de nano-caracterizacién, especialmente aquellas basadas en
microscopias de fluorescencia de super-resolucion.

Sin embargo, las nano-estructuras de ADN tienen problemas que limitan algunos
usos. En aquellos casos en los que se necesitan distancias y formas bien definidas,
como en nanofoténica y plasménica, la flexibilidad puede convertirse en un
problema®, Ademas, existen algunos problemas de estabilidad cuando los origamis
de ADN se exponen a altas temperaturas, bajas concentraciones cationicas o
nucleasas®!. Estas dos Ultimas condiciones son relevantes cuando se piensa en
aplicaciones médicas®¥ 5. De alguna manera, esto puede revelar una explicacion
de por qué el ADN o el ARN no fueron seleccionados por la evolucion como
moléculas estructurales. Hay varios trabajos que abordan estos problemas
utilizando reticulantes para aumentar la estabilidad térmica®®, o recubriendo con

polimeros / proteinas para mejorar la estabilidad®”-%8

Proteinas como bloques de construcciéon en la nanoescala

Las proteinas son, tal vez, el grupo de macromoléculas mas diverso en cuanto a
sus estructuras y funciones®?°, Cumplen desde roles estructurales hasta funciones
de reconocimiento, como sensores, de catalisis enziméatica, etc. Dicha diversidad se
basa en la variedad de propiedades fisicoquimicas de sus componentes
elementales, los aminoacidos. La secuencia primaria de aminoacidos determina la

forma tridimensional en la que se pliega cada proteina, y dicha estructura determina
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las funciones biologicas de la misma. Es necesario aclarar que existe un grupo
grande de proteinas que escapa a esta légica llamadas proteinas intrinsecamente
desordenadas®'-?. Cada proteina puede estar formada por mas de un dominio cuya
formay funcion es independiente de los otros dominios. Las cadenas polipeptidicas
pueden a su vez interactuar con otras proteinas y autoensamblarse® en homo-
oligdmeros - si los polipéptidos son idénticos entre si- u hetero-oligdmeros, si los
polipéptidos son diferentes (Figura 3). Este proceso de auto-ensamblaje es muchas
veces vital para la funcién de las proteinas®. Por ejemplo: los factores de
transcripcion tipicamente forman dimeros para unirse al ADN®>%% |as capsides
virales estan formadas por multiples copias de una o mas proteinas®’-¢8, las fibras
del citoesqueleto son una secuencia repetida lineal o espiralada de una misma

proteina® "9, etc.
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Simetria dimérica Simetria ciclica

A

Simetria helicoidal Sin simetria

Figura 3: ejemplos de tipos de simetrias de ensamblados proteicos. Adaptado de Marsh et
al. (2015)

En la actualidad existen diversas proteinas que se utilizan en nanotecnologia debido
a sus propiedades o actividad especifica’®. Algunos ejemplos conocidos son GFP,
BSA’273, Neutravidina’ y anticuerpos’>7’6. Sin embargo, el uso de proteinas como
blogues de construccion estructurales es menor. Esto probablemente se deba a las
dificultades en la ingenieria de estructuras, superficies y oligomerizacion de
proteinas. La diversidad quimica de los amino&cidos hace que sea dificil predecir
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los cambios globales cuando se introducen mutaciones y aun mas dificil disefar
estructuras proteicas desde cero. En las ultimas décadas, la bioinformética
estructural ha realizado grandes mejoras en esta direccion, aportando predicciones
mas precisas. Sin embargo, existe una gran oportunidad en la diversidad estructural
natural. Solo en PDB hay mas de 190.000 estructuras de proteinas, que se agrupan
en unos pocos miles de familias de plegado’’. Adicionalmente, existen otras bases
de datos que clasifican a proteinas por su estado oligomérico 8 &0,

Teniendo esto en cuenta, es facil imaginar el uso de proteinas como nano-bloques
basados en una busqueda en una base de datos en lugar de disefios complejos
desde cero. El desafio de la ingenieria de proteinas con fines estructurales se puede
reducir entonces a insertar modificaciones especificas en las posiciones correctas,
agregando o eliminando puntos de anclaje o fusionando diferentes dominios2>887,
Existen algunas herramientas genéticas y quimicas que facilitan este tipo de
desafios (figura 4). El primer grupo consiste en fusionar dominios o0 motivos
proteicos mediante la unién de las secuencias de ambos componentes®®. Dado que
los dominios y motivos suelen ser unidades de plegado independientes, dichas
uniones no suelen afectar a su forma y funcion original. Por otro lado, usando las
propiedades naturales de los aminoacidos es posible promover interacciones no
covalentes entre diferentes proteinas®. La introduccion de pequefios motivos de
union selectiva como cremalleras de leucina o dedos de zinc también se utilizan

para dimerizar polipéptidos’®:28.
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Figura 4. disefios de estructuras proteicas supramoleculares basadas en (A) fusiones de
dominios (B) cremalleras de leucina (C) interacciones entre cargas (D) mediados por
ligandos. (Adaptado de Sun et al. 2017)

Otras veces se utilizan aminoacidos cargados para insertar interacciones
electrostaticas®. Si bien dichas interacciones no suelen ser muy fuertes, la suma de
varios puentes salinos puede favorecer la oligomerizacion de péptidos
independientes. Adicionalmente, se sabe que muchas pequefias moléculas como el
hemo, la biotina o los carbohidratos pequefios, se unen a varias proteinas mediante

interacciones proteina-ligando®3. Estas interacciones suelen no ser covalentes, pero
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en algunos casos llegan a tener constantes de disociacion tan bajas que en la
practica terminan siendo equivalentes a una unién covalente. Estas interacciones

suelen ser aprovechadas para unir dichos dominios a diversos tipos de superficies.

Nano-estructuras hibridas

La quimica de ciertos grupos funcionales presentes en las biomoléculas ha abierto
la puerta a la construccion de nano-estructuras hibridas®® 93: proteina-DNA,
proteina-RNA, proteina-nanoparticulas, DNA-nanoparticulas, etc. En particular, si
se toma en cuenta la quimica de los amino&cidos existe una amplia diversidad de
reacciones quimicas que permiten unir moléculas de manera selectiva y controlada
(figura 5). La baja frecuencia natural y la reactividad particular del aminoacido
cisteina, lo ha convertido en el caballito de batalla de las modificaciones quimicas
en proteinas®’. Sin embargo, no se trata del inico amino&cido reactivo: las lisinas y
tirosinas también suelen emplearse con este fin®. Aprovechando la quimica de
estos aminoacidos, existen varios enlazadores pequefios que pueden reaccionar
con cisteinas (maleimida), lisinas o aminas terminales (N-hidroxisuccinimida,
isotiocianato). Por otro lado, la introduccion de amino&cidos no naturales permite
desarrollar otros enfoques basadosenl a denomi nada qu?2mica fdcl
residuos con alquenos o alquinos terminales son capaces de unirse eficientemente
a azidas o tetrazinas®.

Por otro lado, la histidina, la cisteina y el acido aspartico tienen la capacidad de
formar enlaces de coordinacion con cationes tales como Ca?*, Cu™, Fe™, Zn™, Co"*
y Ni" (n=1,2 o 3)%9%9%  Esto abre las puertas al ensamblado de redes

supramoleculares basadas complejos proteina i metal.
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Figura 5: (A)Ejemplos de reacciones mas utilizadas para unir ADN, nanoparticulas y
pequefias moléculas a proteinas (B) Usos mas frecuentes de estructuras hibridas de
proteina-ADN. (Adaptado de Stephanopoulos, 2020)

BLS como modelo de trabajo en la nano-fabricacion

Diversidad estructural de las Lumazinas Sintasas
Las Lumazinas Sintasas (LS) son enzimas involucradas en el camino sintético de
las riboflavinas®’. Las mismas son un ejemplo de familia de proteinas en la que

pequefios cambios en la secuencia de aminoacidos generan cambios significativos
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en la estructura cuaternaria® %, Si bien la estructura terciaria se encuentra bastante
conservada entre especies, se puede encontrar una variedad de Lumazinas
Sintasas cuya diversidad estructural va desde el pentdmero (como su forma mas
simple), pasando por decametros hasta icosaedros (Figura 6). Esta diversidad
estructural ha llamado la atencién de diversos grupos de investigacion, los cuales
han estudiado en detalle las LS de diversos organismos. La planta espinaca
(Spinacea oleracea) y las bacterias Bacillus subtilis y Aquifex aeolicus expresan LSs
conformadas por 60 subunidades, las cuales se pueden considerar como
dodecameros de pentamerosi® 192 Estas particulas, de aproximadamente 1 MDa,
se las suele denominar también LSs icosaédricas. Por otra parte, los hongos
Magnaporthe grisea y Candida albicans, la bacteria Mycobacterium tuberculosis y
las levaduras Schizosaccharomyces pombe y Saccharomyces cerevisiae expresan
una LS pentamérica de PM cercano a 90 kDa, sin asociacion a estructuras
superiores'®, En nuestro laboratorio se ha descrito una tercera estructura
cuaternaria (dimero de homopentameros, con un PM de 180 kDa) presente en los
géneros Brucella (denominada BLS) y Mesorhizobium (denominada MLS)%%:103,

Ambas estan formadas por la unién cabeza-cabeza de dos pentameros.
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Figura 6: Diversidad estructural de Lumazinas Sintasas (A) pentaméricas (PDB
1KYV) (B) Decaméricas (PDB 1XN1) (C) icosaédricas (PDB 1RVV)

Caracteristicas estructurales de BLS

BLS es una proteina extremadamente estable frente a las temperaturas (Tm= 89°C)
y frente a desnaturalizantes quimicos tales como Urea y Cloruro de guanidinio®®:193,
Su estructura es compacta en forma de barril, y resistente a una variedad de
mutaciones. Por otro lado, su extremo N-terminal se lo ha caracterizado como una
secuencia de 8 aminoacidos sin estructura secundaria definida. El mismo se
encuentra por fuera de la estructura plegada y con gran libertad de movimiento. Esto
permite que sea facil construir proteinas quiméricas, asi como modificar

guimicamente dicho extremo sin afectar la estructura terciaria o cuaternaria.
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Es posible separar el decametro en sus respectivos pentdmeros sometiéndolo a un
pH<5.5 (figura 7). Sin embargo, no es posible obtener el monémero en solucion,
puesto que su estructura terciaria y secundaria se estabilizan por los contactos

monomero-monomero de la estructura cuaternaria (pentamero).

La estructura tipo Virus Like Particle (VLP), permite que BLS genere una fuerte
respuesta inmunolégica cuando es inoculada en diversos organismos'°4 1%, Dicha
respuesta inmune ha sido ampliamente estudiada, y se ha visto que la misma es

mediada por los receptores TLR4.

La naturaleza polimérica, su estabilidad, su elevada inmunogenicidad, asi como la
facilidad de unién a otras secuencias proteicas convirti6 a BLS en una excelente
plataforma empleada como presentadora de antigenos'®7'112, Actualmente se estan
desarrollando aplicaciones en el campo de la produccion de anticuerpos poli-

clonales en equinos con fines terapéuticos!!3114,

DECAMERO PENTAMERO MONOMERO
PM =180 kDa PM =90 kDa PM =18 kDa
estado nativo estado nativo estado desplegado

. '
pH>5,5 55> pH > 4 pH<4
GdnCl<2M 2M < GdnCl < 3M GdnCl > 3M

T >88°C

Figura 7: estados de oligomerizacion y de plegamiento de BLS bajo distintas condiciones
de pH, temperatura y concentracién de desnaturalizante

Mutantes pentaméricas de BLS
En nuestro laboratorio se ha estudiado en detalle la naturaleza de los contactos
presentes en la interfaz pentamero-pentdamero. Se han identificado aquellos
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aminoacidos involucrados en estas interacciones, asi como la relevancia de cada
uno en la formacion del decamero®:1%3, Dicho estudio ha permitido disefiar 2
mutantes pentaméricas complementarias entre si (llamadas KE y DR por las
mutaciones introducidas), que pueden unirse para formar un nuevo decamero,
dimero de heteropentameros® (Figura 8). La mutante KE conserva la estabilidad
de la proteina wild type, asi como su inmunogenicidad. La mutante DR presenta una
disminucion tanto en la estabilidad como en la inmunogenicidad. Asi mismo, la
formacion del dimero de heteropentameros es completa y el mismo conserva las
propiedades del decamero original. Esto ha abierto la posibilidad de construir
estructuras asimétricas, modificando por separado cada uno de los pentdmeros.
como prueba de concepto se construyé una quimera de KE con un dominio de union
a acido sidlico la cual tiene ahora la capacidad de unirse a membranas celulares. El
pentamero DR fue derivado con un fluoréforo de manera tal que al ensamblar el
decamero, fue posible visualizar membranas celulares en un microscopio

confocalll®,
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Figura 8: (A) vista lateral del ensamblado decamérico BLSprke Y Vista frontal de las
mutaciones en BLSpr y BLSke (B) SEC-SLS de las mutantes pentaméricas y del
ensamblado decamérico (C) perfil de desnaturalizacion térmica seguido por dicroismo
circular a 222 nm de las mutantes pentaméricas y del ensamblado decamérico
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Empleo de nanoscopias para el abordaje de preguntas biolégicas

Fluorescencia

La fluorescencia es un caso particular de luminiscencia por el cual algunas
sustancias tienen la capacidad de absorber luz a una determinada longitud de onda
para luego emitir en otra. A las particulas o0 moléculas que tienen la capacidad de
fluorescer se las denomina fluoréforos, los cuales se los puede clasificar en

fluoréforos organicostt®117  proteicos'®11® puntos cuanticos'?%!?l entre otros

(figura 9).
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Figura 9: estructuras y tamafios representativos de fluoréforos organicos (CY5 y ATTO
495), proteicos (GFP) y quantum dots. Se incluye la estructura y tamafo de un anticuerpo
como referencia.

El fendmeno de fluorescencia puede ser explicado mediante el diagrama propuesto
por Jablonskit??123 (figura 10). El proceso se inicia cuando una molécula absorbe
un fotdn de energia suficiente para impulsar la transicion de un electrén desde su
orbital basal (normalmente un singlete llamado S0) a otro orbital de mayor energia
(usualmente un singlete excitado denominado S1 o S2). En cada uno de estos
estados pueden existir distintos sub-niveles de estados vibraciones.
Independientemente del nivel de energia al que es excitado dicho electrén, este
relaja rapidamente al estado vibracional de menor energia de S1. En este punto el
electron puede decaer al estado basal de muy diversas maneras que dependen de
la identidad y el entorno del fluoréforo. Si el electron pasa directamente de S1 a SO
emitiendo un fotén, llamaremos a este proceso fluorescencia, el cual ocurre
tipicamente en el orden de los nanosegundos. Por otro lado, el electron excitado
puede cambiar su spin y realizar un cruce inter-sistema a un estado triplete (T1). La
vuelta a SO desde este punto con la emision de un fotdn se llama fosforescencia.
Es un proceso mucho menos probable, que requiere nuevamente un cambio de
spin, y suele ocurrir en el orden de los milisegundos a segundos. Es habitual que
las moléculas fluorescentes presenten ambos fendmenos. Como las tasas de
transicion singlete-triplete son mucho menores que las tasas de transicion singlete-
singlete, la emision de fluorescencia suele estar interrumpida por periodos oscuros
correspondientes a las excursiones a T1, es decir con duracién en el rango de
milisegundos a segundos. Este efecto se conoce como parpadeo o blinking.
Finalmente, el electron excitado puede volver a su estado basal mediante diversos

mecanismos de relajacion no radiativa.

Otra posibilidad para una molécula fluorescente excitada es utilizar la energia extra
para cruzar barreras de potencial de alguna reaccidn quimica. Se denomina
fotoblanqueo (photobleaching en inglés) al proceso en el que el fluoréforo sufre una
alteracion fotoquimica que lo deja inactivo en términos de la fluorescencia. En el

caso de moléculas individuales, este fendbmeno se observa como una interrupciéon
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abrupta de la emision, que se diferencia del parpadeo porque es permanente. Este
fenémeno limita el nimero de ciclos de excitacién-relajacion que una molécula
puede realizar, y en consecuencia el nimero de fotones que puede entregar. El
fotoblanqueo suele ser no deseado ya que limita la informacién obtenible a partir de

mediciones de fluorescencia.
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Figura 10: Diagrama de Jablonski (adaptado de https://www.olympus-lifescience.com/)

El analisis del diagrama de Jablonski muestra como la energia de fotdn emitido por
fluorescencia es siempre menor que la del fotén absorbido, es decir, de longitud de
onda. Esta observaci -n es |l amada dAdcorrimier
espectros de emisién de fluorescencia se encuentran corridos siempre a mayor
longitud de onda que sus respectivos espectros de excitacion (figura 11). Por otro
lado, y como se ha dicho previamente, el fendmeno de fluorescencia ocurre (en la
mayoria de los casos) desde el estado vibraciones mas bajo de S1, sin importar el

nivel inicial de excitacion. Consecuentemente, espectro de fluorescencia tendra
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siempre la misma forma, independientemente de la longitud de onda de excitacion

(regla de Kasha).
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Figura 11: ejemplo de espectro de absorcion y emision de un fluoréforo

El tiempo de vida media y el rendimiento cuantico son dos de los parametros mas
caracteristicos de un fluor6foro'24126.  E| tji empo de vida media (U
tiempo promedio que tarda un fluoréforo en pasar del estado excitado al estado
basal. La emision de fluorescencia es un proceso aleatorio. El tiempo de vida es un
valor medio del tiempo transcurrido en el estado excitado y sigue una distribucion
exponencial. Existe una variedad de métodos para medir dicho parametro, de las
cuales la mas utilizada es el conteo de fotones Unicos correlacionados en el tiempo
o TCSPC por sus siglas en ingles. Por otro lado, el rendimiento cuantico de
fluorescencia es la relacién entre el nimero de fotones emitidos y el nUmero de
fotones absorbidos. Matematicamente se lo puede expresar como el cociente entre
la tasa de emision de fotones y la suma entre esta y la tasa de decaimiento no

radiativo.

Microscopia de fluorescencia
La microscopia de fluorescencia es un tipo particular de microscopia 6ptica que
emplea fluoréforos como sondas!?’'12% Se trata en realidad de un conjunto de
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técnicas que se diferencian de la microscopia 6ptica tradicional por iluminar la
muestra a una determinada longitud de onda (adecuada para excitar a los
marcadores fluorescentes) y recolectar la imagen proveniente de la misma a otra
longitud de onda (aquel rango en el que la sonda emite fluorescencia). Es
ampliamente utilizada para observar muestras biologicas debido a que nos ofrece
una gran sensibilidad (es posible detectar fluoréforos individuales), es una técnica
poco invasiva y compatible con la biologia, y ofrece selectividad a través de una
enorme biblioteca de protocolos para marcar biomoléculas con fluoroforos de

manera especifica.

Las microscopias de fluorescencia se clasifican en dos grandes grupos segun su
esquema de excitacidn/deteccion: microscopias de campo amplio y microscopias

de barrido o confocales (figura 12).

La microscopia de fluorescencia de campo amplio®3° se caracteriza por iluminar un
area de la muestra y detectar la fluorescencia emitida en una camara que
reconstruye la imagen en funcion de la intensidad de luz que le llega a cada pixel
de la misma. El esquema se completa con filtros de excitacion a la salida del haz de
excitacion vy filtros de emisién antes de la camara para seleccionar los rangos de

longitud de onda correspondientes.

La microscopia de barrido*?!, a diferencia de la anterior, emplea un laser enfocado
para iluminar la muestra, en un area limitada por el tamafio del foco. La
fluorescencia emitida es detectada por un detector puntual. Para obtener una
imagen, se necesita mover la ubicacion del &rea iluminada/detectada por la muestra,
midiendo en cada punto la sefial de fluorescencia. Habitualmente se emplea un
pinhole confocal frente al detector que evita que fluorescencia que de otros puntos
de la muestra sea detectada. Esta modalidad, denominada microscopia confocal,
brinda una mayor relacion sefial-fondo y una mejor capacidad de seccionado optico

para obtener imagenes en tres dimensiones.

A diferencia de los confocales, los microscopios de campo amplio colectan luz
proveniente de todo el volumen de muestra iluminado. Esto puede ser un problema

para ciertas aplicaciones. Existe una estrategia que permite realizar imagenes soélo
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de la region cercana a la interfaz vidrio/agua (unos 100-200 nm de espesor). Esto
permite ver la fluorescencia en la superficie del portaobjetos con una mejor relacion
sefial/ruido. El fenémeno subyacente a esta técnica es la reflexion total internal32.133
(TIRF por sus siglas en ingles). Brevemente, si se incide la muestra con un
determinado angulo, mayor al angulo critico, la ley de Snell asegura que ningun haz
se vera transmitido mas alla de la interfaz. Asi, s6lo seran excitados los fluoréforos

que sean alcanzados por una onda evanescente que no recorre mas de 200 nm de

distancia.
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Figura 12: tipos de microscopios de fluorescencia (adaptado de Park et al. 2015)

El limite de la difraccion

Como toda microscopia Optica, la resolucién de la microscopia de fluorescencia esta
determinada por el limite de difraccion3*. Este fenémeno es responsable de que la
imagen de una fuente puntual de luz tenga un tamafio finito, cominmente llamado
PSF (por sus siglas en inglés: Point spread function. La PSF tiene la forma de un
disco de Airy y su diametro es aproximadamente la mitad de la longitud de onda de
la luz emitida (200-300 nm). Esto impone un limite para obtener informacién sobre

lo que ocurre en escalas inferiores.
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Enfoques para acceder a la super-resolucion

A pesar de que el limite de difracciébn es un fendbmeno fisico inevitable, existen

estrategias que permiten salvar esta limitacion y acceder asi a mejores resoluciones

espaciales, llegando en algunos casos a resoluciones nanométricas3>13, Todas

las microscopias de super-resolucion (o nanoscopias) se basanen fencender o
Afapagar 0 fesdedrren Halblitarnosdeshabilitar su capacidad de fluorescer

(figura 13). Se las suelen agrupar en 2 grandes categorias®”138: las que emplean
microscopios de campo amplio (STORM, PALM, DNA-PAINT) y aquellas que se

basan en microscopia de barrido (STED, RESOLFT).

Las primeras, también llamadas microscopias de fluorescencia por ubicacion de
moléculas individuales 139140 (SMLM por sus siglas en ingles), se fundamentan en
que la coordenada espacial de moléculas fluorescentes individuales se puede
determinar con alta precision si sus PSF no se superponen. Si se asume que la PSF
corresponde a un solo fluoréforo, es posible obtener la posicién del mismo a partir
de un ajuste para obtener el centro de la PSF. Para evitar superposiciones entre
las PSF de moléculas individuales, las emisiones fluorescentes de moléculas
distintas se separan estocasticamente en el tiempo. Luego, se adquieren
secuencialmente muchas imagenes de campo amplio del mismo campo de vision
(FOV por sus siglas en ingles), de modo que muchas, idealmente todas, las
moléculas fluorescentes queden registradas en al menos un cuadro de la secuencia.
A continuacion, las imagenes se procesan computacionalmente para determinar la
posicion de todas las moléculas detectadas. Finalmente, todas estas localizaciones
se acumulan para ensamblar una sola imagen de super-resolucién. La resolucion
de esta imagen esta determinada por la exactitud y precision con la que se localizan

las moléculas individuales.
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Figura 13: Principio racional de la construccién de imagenes de super-resolucion en las
técnicas de SMLM (adaptado de Khater et al. 2020)

El otro grupo de métodos, como STED y RESOLFT, se basa en fluoréforos cuya
emision puede suprimirse usando luz en coordenadas espaciales definidas#142
(nanoscopias dirigida por coordenadas). En este enfoque, se superponen dos
haces. Uno para excitar la fluorescencia, y otro para suprimirla. El segundo haz se
genera con minimos de intensidad (uno, varios o muchos), idealmente con
intensidad cero. La idea es que solo los fluoroforos cerca de estos minimos (ceros)
seran capaces de emitir fluorescencia. También se puede implementar el escenario

inverso, es decir, el encendido en todas partes menos en los minimos.

Las técnicas de SMLM tienen la ventaja de ser relativamente sencillas en términos
de instrumentacién en comparacion con las de STED/RESOLFT, por lo que su uso
se ha ampliado mucho mas. Es importante también sefialar que la resolucion
temporal esta intrinsecamente limitada en las técnicas SMLM debido al registro

secuencial de la posicién de las moléculas individuales.
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Andlisis de moléculas/particulas individuales: méas alla de la informacion espacial
El analisis de particulas individuales puede dar mucha mas informacion ademas de
la distribucion espacial. De hecho, en los ultimos 20 afios ha sido empleada para
resolver preguntas en el campo de la biologia estructural y la biofisical# 145, La
ventaja de este enfoque es que da acceso a sub poblaciones, en contraposicion a
los pardmetros promedio medidos por técnicas de ensamble. Por ejemplo, al
analizar las trazas temporales de fluorescencia de moléculas individuales, se puede
acceder a mucha informacion del comportamiento de fluoréforos que luego se
puede traducir en informacién biofisica. En la figura 16, se puede observar como a
partir de una traza es posible observar los tiempos de encendido y apagado del
fluordforo. Esto permite calcular otros parametros tales el numero total de fotones
emitidos antes del fotoblanqueo, la frecuencia de los ciclos de encendido, el duty
cycle, entre otros.

2800
2600

2400

2200 FOT'O.!’TGS
, s . emitidos

2000 Toff Ton

Fotones / cuadro

1800

1600

[1] 100 200 300 400
Tiempo (s.)

Figura 16: ejemplo de traza de fluorescencia de una molécula Unica y principales
parametros

Por otro lado, en los ultimos afios se han desarrollado varios enfoques basados en
SMLM que abordan preguntas como el nimero de copias de biomoléculas
agrupadas en distancias nanométricas o el numero de marcas fluorescentes por

macromolécula (Figura 17). Algunos de ellos se basan en la medicion de la
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intensidad de la emision (IBC), otros en las estadisticas de fotones o parpadeo
(qSMLM, gPAINT, CoPS), o los escalones hasta el fotoblanqueo (PBSC).

Conteo basado en intensidad (I1BC) Conteo de pasos de fotoblanqueo (PBSC) SMLM cuantitativa (GSMLM)

. # locs/Tc
e |
& 2 ‘
)
i
| Tiempo | Tiempo

Int
L ]
SOFI balanceado PAINT cuantitativo (qPAINT)  Conteo por estadistica de fotones (CoPS)
N=1,4,

\KA i * 10°
bSOFI ¥ .O" : i=01234
i > or?ioen . i Tiempo " L= N\

orden| |orden! "3
a3 K Fo S AN N
B—BF % T .

Tiempo P(N,p;i)

Intensidad
Intensidad

Tiempo

Figura 17: Métodos cuantitativos basados en fluorescencia molécula Gnico para la
estimaci -n del nvvmero de fluor-foros (adaptado d

Motivacion y objetivos

Las microscopias de super-resolucion han alcanzado recientemente resoluciones
que se encuentran en el mismo orden de magnitud que las macromoléculas
bioldgicas. Estos avances permiten pensar en el uso de las mismas no sélo para el
abordaje de preguntas en el campo de la biologia celular sino también en el campo
de la biologia estructural. Para ponerlas a prueba, es necesario poder contar con
estructuras de referencia. Una condicion para que una estructura sea tomada como
referencia es contar con informacion estructural lo mas detallada posible de la
misma. Varias estructuras celulares, tales como los complejos de poro nucleares o
proteinas del citoesqueleto cumplen con este requerimiento. Por otro lado, si bien
la ingenieria de proteinas ha avanzado a pasos agigantados y es posible construir
y modificar estructuras proteicas con precision nanométrica, esta estrategia no ha

sido ampliamente utilizada. El desafio de la incorporacién de proteinas como
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herramientas para el desarrollo de nano-estructuras radica en el control y la buena
prediccion de los cambios estructurales y funcionales obtenidos por mutaciones

puntuales, derivatizaciones quimicas o fusiones.

El objetivo general de este trabajo es emplear a la proteina BLS como bloque de

construccion de nano-estructuras.

1 EIl primer objetivo consiste en emplear a BLS como una caja que permita
albergar una cantidad limitada, ordenada y controlada de fluoréforos.

1 El segundo objetivo consiste en utilizar a una forma pentamérica de BLS
como herramienta para lograr imagenes de super-resolucion.

1 El tercer objetivo es desarrollar una metodologia para medir la movilidad y
orientacion relativa de fluoroforos dentro de una estructura proteica.

1 EIl cuarto objetivo es combinar nanoscopias de segunda generacion para
obtener informacion estructural de proteinas, empleando como referencia a
la proteina BLS.

1 El quinto objetivo consiste en usar a BLS para construir nano-antenas

Opticas.
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CAPITULO 1: BLS COMO NANO-CAJA DE
FLUOROFOROS

Colaboracién: Hernan Bonomi (disefio), Jimena Rinaldi (andlisis biofisicos) y Cecilia Zaza
(microscopia de molécula Unica)
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Caracteristicas de la cavidad de BLS

La estructura cuaternaria de diversas proteinas les confiere la capacidad de albergar
moléculas en su interior. En algunos casos, como la ferritinal46147  las
chaperonas!#®1%0 g las capsides virales!®11%2, dicha cavidad esta vinculada con su
funcién bioldgica. En el afan de aprovechar dicha caracteristica, muchos trabajos
han mostrado la posibilidad de emplearlas como nano-cajas, capaces de almacenar
y transportar pequefias moléculas como farmacos o croméforos®21937156, Esto abre
la puerta a diversas aplicaciones, algunas en el area de la nano-medicina para el
delivery de farmacos!®4155157.158 pnero también otras areas de conocimiento como el

control de procesos enzimaticos®®® o la nanofoténica€®.

Desde la resolucion de la estructura cristalina de BLS en 2005, se observé la
presencia de un Acanal 0 que atraviesa
de 22A en el centro y constricciones de 8 A de diametro en los extremos (Figura 1.
1). Durante afios se buscé alguna funcién biolégica del mismo, sin confirmarse
ninguna hipotesis hasta la fecha. Independientemente de la funcion en la
naturaleza, es posible pensar a esta proteina como una caja proteica capaz de
albergar moléculas de menor tamafio. Las particularidades de BLS respecto a otras
cajas proteicas existentes son tres. Por un lado, el tamafio pequefio de la cavidad
permite pensar que solo pocas moléculas podrian entrar en la misma y que la
movilidad de las mismas se veria restringida. Por otro lado, a diferencia de la
mayoria de las cajas proteicas existentes, cuya simetria estructural es radial, BLS
posee una simetria cilindrica (similar a GroEL!#°). Finalmente, la posibilidad de
controlar el ensamblaje de los pentameros de BLS permiten obtener una cavidad

con propiedades asimétricas.
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parametro valor

Volumen 6238 A3

superficie cavidad 1952 A2

radio efectivo 9.58 A

£ ) ~
= Cavidad

Figura 1. 1: (A)representacion de la estructura cristalografica de BLS (PDB: 1XN1), en azul
se muestra la cavidad de BLS hallada con el web server Voss Volumen Voxelator (B)
parametros caracteristicos de la cavidad central, analizados con el software 3V: Voss
Volume Voxelator

Incorporacion de moléculas pequefas en la cavidad de BLS

Empleando un software de andlisis de cavidades!®' se midi6 la superficie, volumen
y radio promedio de la cavidad de BLS, arrojando los valores que se muestran en la
Figura 1. 1. Si bien en la estructura no se observa la presencia de moléculas de
agua (solo las estructurales), dadas las dimensiones y la naturaleza polar de los
aminoacidos que la conforman (Figura 1. 1), es de esperar que la cavidad sea un
ambiente hidrofilico. Consecuentemente, la probabilidad de que moléculas
organicas hidrofébicas (como muchos farmacos y fluoréforos) puedan ser atrapadas
en su cavidad, es baja. Se hace necesario entonces, realizar una ingenieria de la
cavidad de BLS de manera tal que estas moléculas puedan ser unidas de manera

covalente o transitoriamente.

Se decidio realizar estudios bioinformaticos para introducir mutaciones en la cavidad
de BLS de manera tal de favorecer la inclusion de fluoréforos en la misma. Se
consideraron dos estrategias: la inclusion de cisteinas reactivas en la cavidad y el
redisefio de la cavidad para crear parches hidrofébicos. La segunda opcion parece

mas dificultosa. Dada la naturaleza hidrofilica de la cavidad, se necesitarian varias
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mutaciones para favorecer dicho cambio. Se optd entonces por la inclusion de una
cisteina. El analisis de la cavidad muestra que la misma esta formada por 2 loops y
una alfa hélice de cada mondmero. De esos tres motivos, solo el loop que va del
aminoacido 83 al 89 no presenta contactos con otro mondomero del mismo
pentamero o del pentamero complementario, sugiriendo que una mutacion en
cualquiera de estas posiciones deberia mantener inalteradas las estructuras
terciaria y cuaternaria. Se analiz6 el efecto de una mutacion puntual para cada uno
de los aminoacidos dellooppor ci ste2na sobre el PG
la superficie accesible al solvente (ASA, Figura 1.2). Esto fue realizado con el
software BeAtMuSiC¢?. Dos mutaciones se destacaron. La mutaciéon G85C parece
favorecer energéticamente la formacion del decamero, pero a costa de una drastica
reduccion de la superficie accesible al solvente. La mutacion R88C parece ser la
MAas neutra en cuanto a estabilidad del decamero y accesibilidad al solvente. Se
decidi6 seleccionar esta ultima mutacion por ser la que tiene el efecto méas

conservador respecto a los parametros de la proteina wild type.
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RESIDUO ESTRCTURA UBICACION CONTACTOS
SECUNDARIA
83-89 LOOP CAVIDAD CENTRAL SIN CONTACTQS
90-91
% 94-95
98-99 ALPHA-HELICE CANAL SIN CONTACTOS
101-102
105-106
117-123 LOOP CAVIDAD CENTRAL CONTACTOS ENTRE PENTAMEROS
g AAG® AAASA
® 6- - 60
Q
= >
g 4 -40 >
= >
\8 g
S 2+ - 20
o
[+]
g 0-__1___I__ L D G A u__'_l___o
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Figura 1. 2 (A) elementos estrucutrales que forman el canal y la cavidad de BLS, (B) tabla
de aminoéacidos invoulcrados en el canal y la cavidad y relavanca en la estrcutura
cuaternaria, (C) analisis de efecto de mutacion de cada residuo por una cisteina sobre la
energ2a | i bre de Gibbs de formaci - -n del dec8mer o (
solvente( pASA) , reali zado con el software BeAt M

Adicionalmente, se analizo el efecto de dicha mutacion empleando el software
FoldX163, E I mi smo arroj - un resultado similar
dec8mero y mostr- un efecto tambi ®n bajo en
sumado a un aumento en el volumen de la cavidad. El modelo de la mutacion se

muestra en la Figura 1. 2.
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AG plegado AG formacion decamero

ESPECIE
(kcal/mol) (kcal/mol)
BLSwr -68.92 -17.88
BLSRrssc -61.11 -16.91

Figura 1.3 (D) Modelo estructural de la mutacion in silico R88C, basado en la estructura
cristalografica 1XN1, (E) analisis de remplazo de la arginina 88 por una cisteina en la

energia libre de plegado y la energia libre de formacién del decamero, realizado con el
software FoldX.

Expresion, purificacion y caracterizacion de KE88C

Se parti6 de una versidn pentamérica de BLS previamente desarrollada en el
laboratorio'®, llamada KE, por sus mutaciones. Una vez hecha la mutacion sitio-
dirigida sobre KE, se procedi6é a seleccionar clones expresantes en dos cepas
distintas de E. Coli: BL21 y BL21 pLys (Figura 1. 4). En todos los casos se expresé

ON a 37°C. En base a estos los resultados, se seleccion6 el clon 3 de BL21 para
expresar a mayor escala y purificar.

A BL21 BL21 pLys B T.amb. 55°C  60°C 65°C  70°C
MK pre 1 2 3 prel1 2 3 MK tot ¢i sn cisn ci sn ci sn ci sn
- o

97.2 | v

66.4 N —— 2 B .
443 ‘ : &=

29.0 - 4

-
20.1 ‘ - .- @ ®* - L - -'-‘-

14.4

'
e
‘lou 5]
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Figura 1. 4. SDS-PAGE de cultivos bacterianos inducidos ON a 37°C (A) de distintos clones
de KErssc en distintas cepas;(B) de muestra lisada y calentada a distintas temperaturas.
MK=marcado de peso molecular; pre=cultivo sin inducir; tot= cultivo inducido total;
ci=cuerpos de inclusién; sn=fraccion sobrenadante.

KErssc Fue purificada siguiendo los pasos previamente establecidos para la
proteina wild type!'>. Dado que en trabajos anteriores resulto dificil purificar
completamente a esta mutante, se decidio incluir como paso de purificacion el
calentamiento de la muestra lisada seguido por centrifugacion. Debido a que la Tm
se puede ver afectada por las mutaciones puntuales, se decidié hacer una prueba
de estabilidad que consistia en calentar el lisado bacteriano a distintas temperaturas
y separar los sobrenadantes de los cuerpos de inclusion + proteina
agregada/desnaturalizada. La figura 3b muestra que esta mutante soporta hasta al

menos 70°C sin agregarse.

Brevemente, se expreso ON a 37°C en un volumen de 1l de medio LB. Se centrifugo
y resuspendio la muestra en 40 ml. Se lis6 por sonicado y se separo el protoplasma
de los cuerpos de inclusion por centrifugacion a 40 mil revoluciones durante media
hora. El sobrenadante fue calentado a 70°C y vuelto a centrifugar. Se inyecté la
fraccion soluble en una columna de intercambio anioénico (Q-sefarosa). La muestra
fue eluida con un gradiente de NaCl de 0 a 1 M. Se tomaron las fracciones
enriquecidas en KErssc (Figura 1. 5). Las mismas fueron concentradas e inyectadas
en una columna de exclusiéon molecular (s200). Se tomaron las fracciones de mayor
pureza (Figura 1. 5) y se guardaron a -80°C. El rendimiento de la purificacion fue de

9,4 mg por litro de cultivo.

57



>

51.0- MK TOT Sn FT 25 28 31 34 37 40 43 46 49
E s == = — =
c -— e o ——
2 ) §
: : TE T S e e
150.5- ?—-:——.—-:—-‘-—T
3
o = ==
5 | . —
0.0 T T T — o e e - .
20 40 60 - — _:::‘_‘_’
% de buffer B — e —-

MK | 64 66 68 70 72 74 76 78 80 82 84 86 88

Absorbancia a 280 nm (U.A.)
o -
2] o
1 1

o
=]

T T T 1

T
50 60 70 80 920 100
Volumen de elucién (ml)

Figura 1. 5: Purificacion de KEgrssc (A) Cromatograma y SDS-PAGE de cromatografia de
intercambio anionico (Q-sefarosa). Buffer B= NaCl 1 M (B) Cromatograma y SDS-PAGE de

cromatografia de exclusion molecular (S-200), a partir de fracciones seleccionadas en Q-
sefarosa.

La estructura secundaria y la estabilidad de la nueva mutante fueron estudiadas por
dicroismo circular. En la Figura 1.6 se puede observar que no hay cambios
significativos en espectro de KErssc respecto a la proteina wild type o a la mutante
KE. Esto indica que la introduccién del residuo cisteina en la posicion indicada, no
afecta significativamente a la estructura secundaria de la proteina. Sin embargo,
como se puede ver en la Figura 1.6, esta mutacion si afecto a la estabilidad térmica
de la proteina, pasando de una Tm de 87,8 £ 0,3 °C en la wild type a 80,4 £ 0,2 °C

en KErssc. A pesar de esta disminucion en la estabilidad, esta mutante se puede
seguir considerando termo-resistente.
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Figura 1.6: Caracteriacion estructural de KEgrssc (A) Espectro de dicroismo circular de
BLSwt, KE y KEgrssc (B) Porcentaje de proteina en estado notivo en funcién de la
temperatura, seguida por la seial de CD a 222nm.

Se decidio estudiar la reactividad de las cisteinas incluidas en estado nativo y
desnaturalizado de la proteina. Para esto se empled un protocolo estandar de
reactividad de tioles basado en el reactivo de Ellman'®4165 Se probaron dos
pretratamientos: proteina sin reducir y proteina incubada con exceso de reductor
(DTT), seguida de una exclusion molecular (s200). En la Figura 1.7 se puede
observar una gran diferencia en la reactividad debido al pretratamiento con reductor
(la reactividad se triplica). Por lo tanto, seréa conveniente reducir la cisteina antes de
incubarla con los fluoréforos. Adicionalmente se puede ver que al desnaturalizar la
proteina con cloruro de guanidinio aumento la reactividad en ambos casos. Esto
indica que la cisteina esta parcialmente oculta y que puede haber impedimentos
estéricos para la marcacion.
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Figura 1.7: Ensayo de reactividad de cisteinas monitoreado por espectroscopia de
absorbancia. La sonda empleada es el reactivo de Ellman. CAE: péptido de 7 aminoacidos
con una uUnica cisteina reducida. KErssc oxidado: sin incubacion con reductor; KErssc
reducido; incubado con 10 mM de DTT vy purificado por exclusion molecular (s200).
Buffer: TrisHCI 50 mM + NaCl 250 mM pH 8.

Marcacién de KEB88C con Cy3 y Cy5 y caracterizaciéon de propiedades

espectroscopicas

La mutante pentamérica con una cisteina en la cavidad (KE88C) fue purificada y
marcada con 2 fluoréforos: Cy3 y Cy5 En la Figura 1.8 se puede observar la
estructura quimica y los espectros tipicos de dichos fluoréforos. Brevemente, el
protocolo consistioé en incubar a la proteina con exceso de reductor (DTT 10 mM)
durante 1 hora. Luego, el exceso de reductor fue quitado por cromatografia de
exclusion molecular (superdex 200) e incubada (8°C ON) con cada fluoréforo en una
concentracion 10 veces mayor a la de la proteina. Finalmente se quité el exceso de

fluoréforos por cromatografia de exclusion molecular.
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Figura 1.8: (A) estructura molecular de Cy3-maleimida y Cy5-maleimida (B) espectros de
excitacion y emision de Cy3 y Cy5

El resultado de dicha marcacion se muestra en la Figura 1.9. Por SDS-PAGE se
puede observar una diferencia en el patrén de corrida del monémero marcado
respecto al no marcado. Esto permite cuantificar la proporcibn de mondémero
marcado que en ambos casos ronda 1/3 del total de proteina. Cuando se cuantifica
por absorbancia proporcion de fluoréforos (DOL por las siglas en ingles de degree

of labelling) por pentamero fue de 2.52 en el caso de Cy3y 1.7 en el caso de Cy5.
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Figura 1.9: Marcacién de la mutante KE88C con Cy3 y Cy5. (A) SDS-PAGE sin tefir (B)
SDS-PAGE tefiido con coomasie-blue. El grado de marcacién (DOL) para ambas muestras
fue 1,7 y 2,6 respectivamente.

Una vez obtenida la proteina marcada y cuantificada, se procedié a evaluar la
formacion del decamero al incubarla con la mutante DR. Como se puede ver en la
Figura 1.10, dicho proceso fue evaluado por exclusibn molecular seguida a la
longitud de onda de absorbancia de la proteina (280 nm) y del maximo de cada
fluoréforo (550 nm para Cy3 y 660 nm para Cy5). Aqui se puede observar un cambio
en el patrén de corrida de la proteina indicando que el agregado de DR favorece la

formacién en un 100% del decamero.
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Figura 1.10: Formacién del decamero KEgsc-DR con fluoréforo adentro seguido por
cromatografia de exclusion molecular a 2 longitudes de onda. (A) Cromatograma
correspondiente a Cy3 (B) Cromatograma correspondiente a Cy5

Una vez obtenidas las mutantes marcadas y comprobada la formacién del
decamero, se procedié a caracterizar espectroscépicamente a los 3 fluoréforos
sueltos, unidos a KErssc Yy tras formar el decamero con el pentdmero
complementario (DR). En primer lugar, se hicieron espectros de absorcion, los
cuales se muestran en la Figura 1. 11. Tanto para Cy3 como para C5 se observan
cambios significativos en la forma de los espectros. En primer lugar, se observa un
pequefio corrimiento al infrarrojo, indicador de un entorno menos polar (entorno
proteico), tipico de croméforos solvatocrémicos!®®. Por otro lado, se observa el
aumento significativo de absorbancia de un pico secundario a 510 nm en Cy3y a
600 nm en Cy5. Si se observan los espectros de excitacion para los 2 fluoréforos en
las tres condiciones antes nombradas (Figura 1. 11B), se puede suponer que dichos
picos secundarios de absorbancia no representan especies fluorescentes, esto se

explicara mas adelante.
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Figura 1. 11: (A) Espectros de absorcién de fluoréforo suelto en solucion, unido a pentamero
y tras la formacion de decamero para Cy3 y Cy5. (B) Espectros de excitacion de fluoréforo
suelto, unido a pentamero y tras la formacion de decamero para Cy3 y Cy5, medidos por
emision a 580 nm y 670 nm, respectivamente. Todos los graficos estan normalizados
respecto al valor maximo de sefial.

En la Figura 1. 12Figura 1. 11 se muestran los espectros de emision para cada
especie. Para poder compararlas se midi6 la fluorescencia a iguales
concentraciones de fluoroforo. Se observa un corrimiento del espectro al infrarrojo,
coincidente con lo ocurrido en los espectros de absorcién y emision. Para el caso
de Cy3 se observa un aumento relativo de fluorescencia cuando esta unida a la
proteina mientras que para Cy5 se observa una disminucion. En ambos casos, al
formar el decamero se observa un aumento sustantivo de fluorescencia respecto a
cuando se tiene solo el pentdmero. Tanto el aumento de fluorescencia de Cy3 como
la disminucién en Cy5 han sido previamente reportadas'®’'16° y nombradas como

PIFE (Protein induced fluorescence enhancement) y PIFQ (Protein induced
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fluorescence quenching), respectivamente. De hecho este fendmeno ha sido
empleado para la deteccion de interacciones proteina-proteina o proteina-
DNA0.171 - Adicionalmente, la baja en intensidad de fluorescencia de Cy5 podria
deberse también a la presencia de especies diméricas de fluoroforos o clisters que

absorben, pero no emiten fluorescenciat®®172.173,
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Figura 1. 12: Espectros de emision de fluorescencia de las 3 especies (A) de Cy3 vy (B) de
Cy5. Todas las muestras fueron medidas a iguales concentraciones de fluoroforo y
excitadas a la longitud de onda correspondiente al maximo de absorbancia de cada especie.

Para estudiar si los cambios de intensidad de fluorescencia entre el pentdmero y el
decadmero se deben a interacciones entre fluor6foros dentro de la cavidad, se
realizaron experimentos con distinto nivel de marcacion. Se marco la proteina con
una cantidad lo mas baja posible de floro6foro, para contrastar con la original. Los
resultados se muestran en la Figura 1. 13. En primer lugar, si se observan solo las
curvas correspondientes a los pentameros (color azul) se puede reafirmar que la
mera unién de Cy5 a la proteina tiene un efecto negativo sobre la capacidad de
emitir fluorescencia, mientras que para Cy3 el efecto de unibn no es muy
significativo. En segundo lugar, se puede decir que el aumento de ocupacion es
contraproducente para Cy5, ya que aumenta la absorbancia del pico secundario y

se reduce la emisiébn de fluorescencia. Dicho efecto ya ha sido observado
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previamente y se lo atribuye a la formacién de dimeros no fluorescentes tipo H73174,
Este fendmeno es mucho menor en Cy3. Finalmente, se observa en todos los casos
un aumento relativo de fluorescencia cuando se forma el decamero, el cual es mas
marcado cuando el DOL es alto. Esto es acompafiado de una disminucion en la
absorbancia del pico secundario en Cy5. Todo esto indica que el cambio en el
entorno producido por la formacién del decadmero, favoreceria o bien la eficiencia
cuantica de fluorescencia o bien el nimero de fluoréforos que emiten por particula.
Una posible hipotesis que explique este fendbmeno seria la ruptura de los dimeros

no fluorescentes debido al nuevo entorno generado en el decamero.

>

10 — Cy5
101 — Cy3 < — KECy5
© — KECy3 5 — KECy5 + DR
= — KEC3+DR -
3 8
S 051 s 0.5
£ 5
o] 0
7] o]
2 <
0.0 T T . 1 0.0 T T T ==
450 500 550 600 650 550 600 650 700 750
B Longitud de onda (nm) Longitud de onda (nm)
800+ ]
-~ — Cy3 . 1500 — Cy5
© - KECyS © J— KECY5
= 600+ — KECy3+DR <=
= y @ 10004 — KECy5 + DR
2 400 e
I @ 5004
5 2004 i
2 T— E
(T T
0 L] T Ll 1 c 1 I L 1
540 560 580 600 640 660 680 700 720
Longitud de onda (nm) Longitud de onda (nm)

Figura 1. 13: Espectros de (A) absorcion y (B) emision normalizada por concentracion de
Cy3 en bajo DOL: 1.1 fluoroforo por particula proteica para Cy3y 0.9 para Cy5.

Para probar dicha hip6tesis se decidié estudiar el tiempo de vida media de cada

fluoréforo en las 3 condiciones. Los resultados se muestran en la Figura 1. 14. Para
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ambos se observa un aumento en el tiempo de vida media al unirse a la proteina,
independientemente de si se trata del pentdamero o del decamero. Esto esta en
consonancia con trabajos previos!®®' 171175 en los cuales tanto la unién a proteinas
como la inmovilizacion en superficies de cianinas provoca un aumento de tiempo de
vida media, explicado por la restriccion de la isomerizacién Cis-Trans. Tomando
como referencia los rendimientos cuanticos tabulados de ambos fluoréforos en
solucién, y considerando que el aumento del tiempo de vida media se debe
exclusivamente a una reduccion de la tasa de relajacién no radiativa, es posible
calcular los rendimientos cuanticos cuando estos se unen a KE y cuando se forma
el decamero. Los resultados se muestran en la Tabla 1.2. Se observa que Cy5 unido
a KE aumenta un 65% su rendimiento cuantico mientras que Cy3 aumenta un 430%.
En ambos casos la formacion del decamero no cambia el rendimiento cuantico. Los
cambios en el rendimiento cuantico por si solos no alcanzarian para explicar los
cambios en la intensidad de fluorescencia obtenida y de hecho son de sentido
contrario para el caso de Cy5. Por otro lado, la ausencia de diferencias entre el
rendimiento cuantico de los fluor6foros unidos a pentamero y con el decamero
cerrado, apoyan la idea de que el cambio en la intensidad de fluorescencia no se
debe a un cambio en el brillo por molécula sino a la cantidad de moléculas

fluorescentes.

Cy3 Cy5

104 — KECy3 10°- KECy5
- — KECy3+DR - ~ KECy5+DR
18] 4]
£ 107 £ 107
v v
- -]
U 107 U 107

100 11 f“.l 100 T 1 1

0 5 10 15 20 25 30 0 5 10 15 20 25 30
Tiempo (ns) Tiempo (ns)

Figura 1. 14: graficos de tiempos de vida media medidos por la técnica de TCSPC para las
3 especies de (A) Cy3y (B) Cyb5
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muestra U (ns) @ &
Cy5 1.161 + 0.004 0.27%78 1.00
KECy5 1.908 = 0.008 0.44 1.64
KECy5+DR 1.902 + 0.007 0.44 1.64

Cy3 0.444 + 0.003  0.15'" 1.00
KECy3 1.909 + 0.008 0.65 4.30
KECy3+DR  1.933+ 0.011 0.65 4.35

Tabla 1.1: Ajustes obtenidosde | os ti empos de vida mecddea ( U) m e
TCSPC y rendimientoscuant i cos cal cul ados(0), para | as 3 esp

Por otro lado, se decidi6 estudiar si la formacion del decamero ofrece algun grado
de proteccion de los fluoréforos contra quenchers. En trabajos previos se vio que la
presencia de TCEP en muestras de Cy5 tenia la capacidad de quenchear su
fluorescencia a través de una unién reversible por UV, no asi con Cy3'’8. En nuestro
caso, el estudio comparativo (Figura 1. 15) muestra que efectivamente la unién a la
proteina muestra cierto grado de proteccién contra este quencher. Sin embargo, la
formacién del decdmero parece no aportar significativamente a la proteccion contra
TCEP. Una posible explicacién para esto ultimo es que el TCEP tenga la capacidad

de atravesar sin dificultades el poro de la proteina, dado su pequefio tamafio.
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Figura 1. 15: Curva de Stern-Volmer correspondiente a las 3 especies de Cy5. En el gje X
se grafican concentraciones de TCEP y en el eje Y Fo/F-1, siendo Fo la fluorescencia inicial
y F la fluorescencia medida para cada concentracion de TCEP.

Caracterizacion fotofisica de Cy3 y Cy5 a nivel de molécula Unica

Con el fin de profundizar sobre los cambios en la fluorescencia que ocurren por la
unién de los fluoréforos al pentdmero de BLS y como efecto del cierre de la caja
proteica tras formar el decamero, se decidi6 realizar estudios a nivel de molécula
Unica empleando microscopia de fluorescencia de campo amplio de las muestras
con alto DOL (aquellas en las que el cambio en la intensidad de fluorescencia tras
la formacion del decamero es mas marcado). Para hacer los estudios de moléculas
individuales, se prepararon respectivas muestras de Cy3, Cy5 y sus respectivos
constructos con BLS inmovilizados en un substrato de vidrio a una concentracion
superficial lo suficientemente diluida como para que se encuentren separados por
una distancia mayor que el limite de difraccion. La concentracion que satisface esta
condicion suele rondar valores de 10-100 pM. Los substratos fueron previamente
limpiados y recubiertos con un polimero positivo (PDDA) que permitiria inmovilizar

a los fluoréforos o los constructos de BLS por fuerzas electrostaticas.
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Para cada muestra, se grabaron videos que permitieran captar la emision de Cy3 o
Cy5 individuales en funcion del tiempo. La figura 1.16 muestra un ejemplo. En todos

los casos se pudo observar la emision intermitente caracteristica de moléculas

individuales.
A Tiempo
B 2500 4
o 2500
L.
® 2000 ] 2000 4
>
“3 1500 - 1500 +
2
G 1000 - 1000
S
o
L 500 500
0 04
0 100 200 300 400 500 600 20 40
cuadros Frecuencia

Figura 1. 16: (A) imagen de fluorescencia de campo amplio de particulas individuales. Se
muestra ampliacion de una particula en cuadros sucesivos. (B) traza temporal de
fluorescencia de una particula de Cy5 y distribucién de cuentas para cada valor de
intensidad.

Las trazas de emision en funcion del tiempo de moléculas individuales pueden
analizarse para obtener los tiempos de cada evento de emision 6 y de no emisién

0 , a partir de los cuales es posible analizar su distribucion.

Si el tiempo de observacion es suficientemente largo, también es posible observar
los pasos de fotodegradacion, que en el caso de tratarse de una sola molécula
ocurre de manera instantanea, en un solo paso (single-step photobleaching),
mientras que si la emision proviene de mas de un fluoroforo se observaran dos, tres
0 mas saltos en la reduccion de la intensidad a medida que los fluoroforos se van
degradando. Del analisis de las trazas de emision es también posible calcular el

namero de moléculas presentes en una determinada localizacién, por lo que se
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podria estimar no solo el promedio sino también la distribucién de fluoréforos por

particula proteica.

Cy5
La Figura 1. 17 resume los resultados obtenidos del analisis de trazas de emision
de Cy5, KECy5, y KECy5DR.

En cuanto al numero promedio de fotones por unidad de tiempo se encontré una
distribucién con pico principal en 1666 + 416 fotones (Figura 1. 17). En esta
di stribuci-n s e observa una Aicol ao

probablemente se deba a la contribucion de agregados de 2 o mas fluoréforos y

puede ajustarse a una suma de 2 0 mas gaussianas.

Se encontré que las distribuciones de Ton y Toff (Figura 1. 17 B y C) son bien
representadas por una funcion biexponencial (ecuacién 1), revelando la presencia
de eventos muy cortos (0 rapidos) y eventos mas largos (o lentos), de menor

ocurrencia.
M 6zQ 7T bzqQ 7 Ec.1
Ecuacién 2: suma de dos distribuciones exponenciales

A partir de los valores medidos de estos ultimos dos parametros, es posible calcular
la duracién de un ciclo de trabajo o duty cycle (00, Ec. 2), que para Cy5 en estas

condiciones experimentales fue de 0.17.

6 O

0o WG Ec.2
Donde:
ozt ozt
o O =
0 0
ozt ozt
o0 O
0 0
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Losvaloresdet ,t y'Odpara Cy5 se muestran en la Tabla 1.1:

Pardmetro 1 2 Promedio pesado
Uon ( 0.76 0.12 0.12
Uof f 3.40 0.56 0.59

DC 0.18 0.17 0.17

Tabla 1.1: resumen de valores de ton y toff para Cy5
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Figura 1. 17: Analisis de parametros de trazas de fluorescencia de particulas Unicas de
Cy5. (A) distribucion de fotones por unidad de tiempo (0.1s) en cada evento de fluorescencia
(B) distribucion de duracién de eventos ON , ajustado a una funcion biexponencial (C)
distribucion de duracion de eventos OFF , ajustado a una funcion biexponencial
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En la seccién anterior se habia observado que Cy5 fluoresce mas dentro del
decamero que dentro del pentdmero. Habiendo descartado cambios en el tiempo
de vida media, la siguiente hipétesis era que hay méas moléculas emitiendo
fluorescencia, aunque también podria deberse a un incremento en el duty cycle.
Estas hipodtesis pueden ser puestas a prueba analizando moléculas individuales. Si
esto es correcto, la relacion entre las intensidades de fluorescencia deberia poder

explicarse mediante la ecuacion 5:

O 062 "G
!IO @ 62 n@
Donde 'O y O son las intensidades de fluorescencia normalizadas por la

absorbancia a la longitud de onda de excitacion de cada muestra, y F es el promedio

de fotones por unidad de tiempo.

Se midieron los pardmetros evaluados anteriormente para Cy5, pero ahora unido al
pentamero (KECy5) y en el decamero cerrado (KECy5+DR). Los resultados se
muestran en la Figura 1. 18. Al comparar la cantidad de fotones promedio emitidos
por evento, se observa un aumento en la proporcién de eventos que liberan mayor
cantidad de fotones cuando se cierra el decamero. Por otro lado, los tiempos de

encendido y apagado parecen no modificarse sustancialmente.
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Figura 1. 18: Analisis de parametros de trazas de fluorescencia de particualas Unicas de
KECy5 (violeta) y KECy5+DR (azul). (A y B) distribucion de fotones por evento de
fluorescencia (C y D) distribucion de duracion de eventos ON , ajustado a una funcién
biexponencial (E y F) distribucién de duraciéon de eventos OFF , ajustado a una funcion
biexponencial
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Para determinar qué parametro o parametros explican mejor el aumento en la
fluoresecencia tras cerrar el decamero se cuantificaron los valores promedio de los
mismos (Tabla 1.2). En el caso de Cy5 se observdO un aumento relativo de
fluorescencia de un 85% al cerrar la proteina, este aumento puede ser explicado en
mayor medida por un aumento en el promedio de fotones por evento (53%) y en
menor medida por un aumento en el ciclo de trabajo (17%), ambos paramentros
juntos muestran una diferencia del 80% en la cantidad de fotones totales entre Cy5

dentro del decamero y el pentamero.

KECy5 KECy5+DR ratio

lem®°%/ab 5630 179.70 332.70 1.85
Fotones/tiempo (F) 3676 5640 1.53
Ton (s) 2.74/0.42 2.83/0.44 1.09

Toff (s) 5.15/0.64 4.23/0.53 0.83

Ciclo de trabajo (DC) 0.40 0.47 1.17
DC*F 1475.41 2655.36 1.80

Tabla 1.2: Resumen de valores de principales parametros de fluoresencia de particulas
Unicas y proporcion (ratio) entre los valores obtenidos para KECy5+DR respecto a KECy5

Cy3

El caso de Cy3 muestra algunas diferencias respecto a Cy5 (Figura 1. 19). En primer
lugar, al observar el numero de fotones promedio por evento, se observa una
distribucién menos homogénea, lo que da indicio de la presencia de agregados de
fluoréforos. El numero promedio de fotones obtenidos por evento, ajustando el pico
principal a una distribucion gaussiana, es similar al obtenido por el otro fluoréforo
(1700 £ 844 cuentas). Por otro lado, los tiempos caracteristicos de encendido y
apagado de este fluoroforo son mas largos (ver Tabla 1. 3) y el ciclo de trabajo mas
grande (0.52).
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Figura 1. 19: Andlisis de pardmetros de trazas de fluorescencia de particualas Unicas de
Cy3. (A) distribucion de fotones por evento de fluorescencia (B) distribucién de duracion de
eventos ON , ajustado a una funcion biexponencial (C) distribucién de duracién de eventos
OFF , ajustado a una funcion biexponencial.
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Pardmetro  1° 2°  Promedio pesado

Uon ( 281 0.70 0.82
Uof f 18.17 0.75 0.87
DC 0.13 0.48 0.52

Tabla 1. 3: resumen de valores de ton y toff para Cy3

Al comparar el efecto de introducir Cy3 en el pentdmero y tras cerrar el decamero
(Figura 1. 20), se observa que en este caso ya no es el aumento en el numero
promedio de fotones emitidos por evento, sino la duracién de los eventos (ton) lo
que explicaria mayoritariamente el aumento en la intensidad de fluorescencia (Tabla
1. 4). Sin embargo, y a diferencia de lo ocurrido con Cy5, este parametro solo no es

suficiente para explicar la totalidad de aumento de intensidad en fluorescencia.
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Figura 1. 20: Analisis de parametros de trazas de fluorescencia de particualas Unicas de
KECy3 (violeta) y KECy3+DR (azul). (A y B) distribucion de fotones por evento de
fluorescencia (C y D) distribucion de duracion de eventos ON , ajustado a una funcién
biexponencial (E y F) distribucién de duracion de eventos OFF , ajustado a una funcion
biexponencial
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KECy3 KECy3+DR ratio

lem>°0/abs520 758.48 1322.08 1.74
Fotones/evento (F) 2645 2806 1.06
Ton (s) 2.41/0.45 3.83/0.80 1.74

Toff (s) 7.78/0.83 8.73/0.82 0.98

Ciclo de trabajo (DC) 0.35 0.49 1.40
DC*F 934.71 1383.45 1.48

Tabla 1. 4: Resumen de valores de principales pardmetros de fluoresencia de particuasl
Unicas y proporcion (ratio) entre los valores obtenidos para KECy3+DR respecto a KECy3

Conclusiones parciales

En este capitulo hemos demostrado que BLS puede funcionar como una caja
proteica. A pesar de que existen multiples proteinas que cumplen esta funcion, BLS
goza de algunas caracteristicas Unicas que la distinguen para diversas aplicaciones:
a diferencia de la mayoria de las cajas proteicas que tienen una simetria radial, BLS
tiene una naturaleza cilindrica. Ademas, trabajos previos nuestros han permitido
controlar su ensamblaje y su trabajo de manera modular como una particula del tipo

Janolls,

Hemos podido incluir 2 fluor6foros de la familia de las cianinas con una
estequiometria controlada sin afectar la estructura terciaria y cuaternaria de BLS. Si
bien esta proteina posee 5 puntos de anclaje de fluoroforos, no es posible ocupar
todos, posiblemente debido a impedimentos estéricos. Asi mismo, hemos
caracterizado las propiedades fotofisicas de dichos fluoréforos dentro de BLS, las
cuales se ven modificadas en el interior de esta proteina: tanto el espectro de
absorbancia como de emisién de fluorescencia sufren cambios apreciables. La
intensidad de florescencia disminuye con el grado de marcacion por lo que,
dependiendo de las posibles aplicaciones, es probable que no convenga saturar los
sitios de union. Esto se debe a que, en patrticular, esta familia de fluoréforos forma

dimeros no fluorescentes de tipo H y J. Por otro lado, se observaron diferencias
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significativas entre los fluoréforos unidos a los pentdmeros y los fluoréforos dentro
de la caja cerrada (decamero). Es posible que el aumento de fluorescencia al formar
el decdmero se deba a la disrupcion de los dimeros H y J antes nombrados.

Estudios de fluorescencia de molécula Unica revelaron que el aumento de
fluorescencia al formar el decamero se debe principalmente a la cantidad de fotones
emitidos por unidad de tiempo en el caso de Cy5 y la duracion de los eventos en el

caso de Cy3.
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CAPITULO 2: BLS COMO SISTEMA DE
ANDAMIAJE PARA DNA-PAINT

Colaboracion: Alan Szalai y Lucia Lopez (DNA-PAINT)
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DNA-PAINT

DNA-PAINT (acumulacién de puntos para imagenes de topografia en la nanoescala,
por sus siglas en inglés) es una de las técnicas de super-resolucion mas
utilizadas?’®. A diferencia de las tradicionales técnicas de SMLM en las cuales el
encendido estocastico de fluoréforos se debe a procesos fotofisicas de los mismo,
esta técnica emplea el pegado y despegado de 2 hebras de ADN como factor de
blinking o parpadeo (Figura 2. 1). La primera hebra, llamada docking se encuentra
unida covalentemente a la molécula que se desea localizar. La segunda hebra,
llamada imager esta unida a un fluoréforo y se encuentra libre en solucién. Si la
muestra es iluminada en TIRF, las hebras imaging solo seran visualizadas cuando
se unan transitoriamente a las hebras docking. El intervalo de tiempo en el que el
imager se encuentra unido a la hebra de docking y es posible detectar fluorescencia
se denomina Uode tigmpoeeh el tunl fadebra adcking se encuentra
sol a se denomi n a blikking depend®de dacinétjca de ueidn de las
dos hebras de ADN, la frecuencia y duracion de los eventos depende ya no de las
propiedades del fluoréforo sino de parametros tales como el largo y la secuencia de
los oligonucleétidos, la composicion del buffer y la concentracion de la hebra imager
en solucion. Al renovarse constantemente el fluoréforo en cada posicién, se evita el
fotoblanqueo y la cantidad de localizaciones se hace tedricamente infinita. Esto le
otorga una ventaja respecto a otras técnicas tales como STORM y PALM. Si se
tiene en cuenta que la resolucién en estas técnicas depende de la precisién de cada
localizacion y la cantidad de localizaciones, DNA-PAINT se posiciona como una
técnica con posibilidad de acceder a resoluciones aun mejores que sus técnicas

hermanas!€°,
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Figura 2. 1 (A)Principio de funcionamiento de DNA-PAINT (B) Esquema de marcacion de
una muestra con anticuerpos empleando DNA-PAINT (C) Comparacién de imagen obtenida
de actina con microscopia de fluorescencia convencional y con DNA-PAINT (adaptado de
Schnitzbauer et al. 2017)

En la practica la resolucion alcanzable suela estar en el orden de los 10-20nm. Si
se desea obtener resoluciones menores, existe una serie de consideraciones

practicas que deben tenerse en cuenta®® (Figura 2. 2):

Requisito (1): Una alta precision de localizacion. Esto se puede obtener mediante la
recopilacion de un alto recuento de fotones por localizacion de una sola molécula.
La cantidad de fotones obtenidos de un fluoréforo depende de la cantidad de ciclos
de excitacién-emisién que puede realizar antes de degradarse. Para reducir las
chances de degradacién se pueden agregar a la solucidon sustancias que
contrarresten los mecanismos de degradacion, tales como quenchers del estado

triplete y consumidores de oxigeno (oxygen scavengers)!8?,
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Requisito (2): una relacion sefial/ruido alta en la imagen super resuelta. Esto se
puede lograr recopilando una gran cantidad de eventos de parpadeo y permite una
separacion clara entre dos regiones cercanos de la muestra. El aumento en la
cantidad de localizaciones se puede lograr aumentando el tiempo de adquisicion o
aumentando la concentracion de imager. Sin embargo, esto Ultimo debe hacerse
con cuidado de no superponer espacialmente eventos de emision y también tiene
la desventaja que produce un aumento de la sefial de fondo que atenta contra la
precision de localizacion. Existen varias estrategias que permiten aumentar la
concentracion de imager sin aumentar la sefial de fondo, como estrategias de
FRET-PAINT821184 y sondas fluorogénicas*e®.

Requisito (3): Una fraccion baja de localizaciones inespecificas. Esto se puede
favorecer, a costa de mayores tiempos de medicién, mediante tiempos largos de
unién del imager. De este modo, los eventos especificos se diferencian mejor de los

no especificos que suelen tener tiempos de unién mas cortos.

Requisito (4): un mecanismo de compensacion preciso para la deriva de la platina
del microscopio'®. Teniendo en cuenta que los tiempos tipicos de adquisicion de
DNA-PAINT son de orden de minutos a horas, se hace importante contar con un
microscopio estable y tratar de que todos los elementos épticos y la muestra se
encuentren cubiertos para evitar movimientos de aire. A pesar de todos estos
requerimientos, muchos microscopios siguen presentando derivas del orden de
decenas de nm/min. Para corregir esta deriva se suelen usar marcas fiduciarias que
no son mas que particulas con una alta tasa de emision de fotones a lo largo de

toda la medicion, cuya trayectoria es facil de reconstruirt®7.188,

Alta precision Alta relacion Baja cantidad de Correccion precisa |
de localizacion senal/ruido falsas localizaciones de la deriva térmica

“"\. r‘ ’
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Figura 2. 2: requisitos para obtener imagenes de DNA-PAINT con resolucion menor a 20
nm (adaptado de Dai et al. 2016)

smFRET y super-resolucion

La transferencia de energia por resonancia de Forster (FRET) es un fenbmeno
ampliamente utilizado como regla molecular para interrogar la estructura de
biomacromoléculas'®® 192, En las mediciones de FRET, el grado de transferencia de
energia no radiativa entre dos fluoréforos, denominadas donor y aceptor, informa la
distancia entre ellos (Figura 2. 3A-C). Dicha trasferencia suele ocurrir en el rango de
1 a 10 nm. Para que ocurra FRET entre dos fluoroforos, existe una serie de
condiciones necesarias ademas de la distancia entre ellos: en primer lugar, el
espectro de emision del donor se debe solapar parcialmente con el espectro de
excitacion del aceptor. En segundo lugar, la eficiencia depende de la orientacion
relativa entre los dipolos. Esto cuando hay libre rotacion de los fluoréforos no es un
problema, pero cuando hay restricciones de movimiento es un factor que se debe
tener en cuenta. La distancia a la cual la eficiencia de FRET es 0.5, es caracteristica
para cada par de fluoréforos y se la llama Radio de Forster (Ro). Existen multiples
maneras de calcular la eficiencia de FRET, basadas en los cambios en algun
parametro del donor o el aceptor (intensidad de emision de fluorescencia, tiempo de

vida media, entre otros).

Es posible observar FRET entre una sola molécula donora y una sola molécula
aceptora. Existe un conjunto de técnicas que logran esto y se las denomina single-
pair FRET (spFRET) o single-molecule FRET (sSmFRET)'3 19 (Figura 2. 3Dy E).
Esto permite acceder, por un lado, a la diversidad de comportamientos de una
determinada poblacién de moléculas'®31%i198 por otro lado, también es posible
estudiar procesos moleculares que involucren movimientos o cambios en distancias
alo largo del tiempo'9%2%, Asi, si se observa las trazas temporales de fluorescencia
correspondientes a los canales del donor y al aceptor para una determinada
posicién espacial, es posible determinar la eficiencia de FRET a lo largo del tiempo.

Algunos de los procesos moleculares que se pueden estudiar mediante esta técnica
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son el plegamiento proteico®”:?%1, el movimiento de maquinas moleculares?®?,
cambios conformacionales?®®, etc. Por ultimo, también es posible aprovechar este
fenémeno para mejorar la resoluciéon en nanoscopias!®#1%, Recientemente, se ha
empleado el fenbmeno de FRET para acortar los tiempos de adquisicion de DNA-
PAINT!821184 empleando un docking largo con capacidad de unién de 2 imagers: una
con un fluoréforo donor y otra con un fluoréforo aceptor (Figura 2. 3F). En este
esquema solo se observa sefial cuando ambas hebras esta unidas al sitio de unién.
Esto permite aumentar mucho la concentracion de imagers, dado que solo se excita
al donor y sélo se visualiza al aceptor. Asi, se han llegado a obtener imagenes de

FRET-PAINT con buena resolucion en el orden de los minutos en incluso segundos.
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Figura 2. 3: (A)solapamiento espectral necesario entre donor y aceptor en un par de
fluoréforos para que ocurra FRET (B) importancia de la orientacion relativa entre dipolos
para que ocurra FRET (C) dependencia del fenbmeno respecto a la distancia entre
fluoréforo (D) smFRET en técnicas de SMLM (E)smFRET en STED (F) principio de
funcionamiento de FRET-PAINT y comparacion de resultados con DNA-PAINT tradicional
(adaptado de Szalai, Masullo y Stefani 2021).

Motivacion y objetivos:

Tomando como base la experiencia de nuestro grupo para modificar BLS como
sistema modular de marcacién para microscopia de fluorescencia''®, la estructura

repetitiva de BLS ofrece una manera de multiplicar los sitios para DNA-PAINT. Nos
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propusimos el objetivo de emplear un pentamero de BLS como estructura de

andamiaje para DNA-PAINT y FRET-PAINT, en el que cada proteina marcada tenga

hasta 5 hebras Adockingo | ar gadiguraodplasi ti os
hipodtesis de trabajo es que una particula de BLS, al ofrecer hasta 5 sitios de unién

para imagers, puede mejorar considerablemente los tiempos de visualizacion de

una estructura blanco por FRET-PAINT respecto a un sistema tradicional (VHH, 1gG,

Fab) con 1 o0 2 hebras de ADN.

Modulo de visualizacion

aceptor

Modulo de reconocimiento

Figura 2. 4: esquema conceptual de BLS pentamérica como estructura de andamiaje para

imagenes obtenidas por FRET-PAI NT. En una car a s e posi ci on:
visualizaci -no, empleando |l a qgu2mica de amino te
r econo c iempleandd la quimica del tiol de la cisteina insertada en la posicién 88.

Estudios preliminares y disefio

Dado que la resolucién tipica de técnicas como DNA-PAINT se encuentra en el
orden de magnitud del tamafio de las proteinas que se suele querer detectar, el
tamafio de los complejos de deteccion, formado habitualmente por anticuerpos o
nano-anticuerpos pasa a ser relevante. Es por esto que lo primero que nos

propusimos fue hacer una comparacién de las dimensiones de un pentamero de
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BLS respecto a un nano-anticuerpo. En la Figura 2. 5 se puede observar que, si bien
el pentdmero de BLS es de un peso molecular considerablemente mayor al de un

nano-anticuerpo, y similar a un anticuerpo, su tamafio es mucho menor y su

geometr2a cil2ndrica hace que su dalturabo

nano-anticuerpo.

4 nm

pentamero de BLS VHH (nanoanticuerpo)

Figura 2. 5: Estructura cristalogréafica de (A) BLS pentamérica - PDB 1XN1- y de (B) un
nano-anticuerpo de camélido i PDB 5U64-. En rosado se muestran las representaciones
Afcartoond de | os m o roteima®e ILao aturadde andbas bestrsicturps es
cercana a los 4 nm.

Como prueba de concepto se decidié emplear al pentdmero de BLS como estructura
de andamiaje para marcar actina. De un lado del pentdmero se uniria el médulo de
reconocimiento y del otro el modulo de deteccién. Para el reconocimiento se decidio
emplear una pequefia molécula comunmente empleada para detectar actina,
llamada faloidina, la cual posee una alta afinidad por la forma fibrilar de dicha
proteina?®®205 Dado que en el capitulo anterior se introdujo una cisteina en la cara
de la cavidad de BLS, se decidié emplear la reactividad de dicho aminoacido para
unir la faloidina a través de una molécula adaptadora. Para el modulo de deteccién
se decidié replicar un el sistema FRET desarrollado previamente!8, el cual consiste

en una hebra docking larga con sitios de unién para 2 hebras imagers: la primera
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lleva un fluoroforo donor (en este caso Cy3b) y la segunda un fluoréforo aceptor
(ATTO 655). Las secuencias de los oligonucledétidos y los espectros solapados de
los fluoréforos empleados, se pueden observar en la Figura 2. 6. Cabe aclarar aqui
que, en el disefio de los oligonucleotidos, los correspondientes al aceptor (10 bases)
tienen una base mas que el donor (9 bases). Esto fue disefiado asi para que el
donor se encuentre siempre (o la mayor parte de las veces) con un aceptor unido al

sitio docking. Ademas, al igual que en un trabajo anterior, se decidié ubicar los

imagersensent i do ficabeza col ao debido a que

eficiencia de FRET. Finalmente, se ubicé la hebra aceptora mas proxima a la
proteina que la donora para que su posicion sea lo mas cercana posible a la

estructura que se quiere revelar.
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Figura 2. 6: (A) Secuencia y modificaciones en
hebr as fildDsiggfiear qoe alli se usé un fluoréforo donor (Cy3b) y la A un fluoréforo
aceptor (Atto 655). (B) esquema conceptual de equilibrio de unién de las dos hebras imager.
(C) espectros de excitacion y emision de los fluoréforos utilizados

La unién de BLS a la hebra de actina fue modelada empleando el software CCP4,
a partir de las estructuras cristalograficas individuales de actina (PDB 6BNO) y BLS
(PDB 1XN1). En la Figura 2. 7 se puede ver como se ubican 4 particulas de BLS
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alrededor de la hebra de actina, obteniéndose un diametro total esperado de 15/16

nm.

Figura 2. 7: modelado de (A) vista lateral y (B) vista frontal de unién de pentameros de BLS
(PDB 1XN1) derivatizados con faloidina a una hebra de actina (PDB 6BNO). La faloidina se
une especificamente a la interfaz entre mondémeros de actina.

Ensamblaje de BLS con faloidina y oligonucle6tidos de DNA

Dado que se pretendia emplear la quimica de los tioles en la unién de la faloidina
como de los oligonucledtidos, resultaba importante hacer un ensamblaje secuencial
qgue permitiera tener control del lugar en el que cada elemento se une a BLS. Un
correcto orden de ensamblado evitaria reacciones cruzadas. Es este sentido, lo
primero que debe hacerse es unir la faloidina-amino a las cisteinas 88 de BLS, de
manera tal que la reactividad de estas ultimas quede ibl oqueadao
siguientes. Para esto se empled el adaptador mal-PEG2-NHS cuyos extremos
reaccionan con tioles y grupos aminos respectivamente. Se unié secuencialmente
el adaptador a las cisteinas por el extremo maleimida y luego la faloidina al extremo
NHS del mismo. En una segunda etapa, se unieron los oligonucleotidos

funcionalizados con tioles a los extremos N-terminal de la proteina empleando el
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mismo adaptador (Figura 2. 8). Al igual que en la etapa anterior, primero se unio el
adaptador a las aminas terminales de la proteina, pero esta vez por su extremo NHS
y luego se hizo reaccionar el extremo maleimida con los tioles de los
oligonucledtidos. A partir de aqui llamaremos OBF a la particula compuesta por el

oligonucledtido, la proteina y la faloidina.

A

Reactivo contra
Reactivo contra aminas primarias
tioles

éster de succinimidil (NHS)

Maleimida

1) + MaI—PEGz—NHS + NH2-faloidina

2) DNA-SH+ Mal-PEG,-NHS +

Figura 2. 8: Esquema de ensamblado en 2 pasos de la particula de reconocimiento de actina
para posterior visualizacion por FRET-PAINT. EN un primer paso se une faloidina
(funcionalizada con un grupo amino) al aminoacido C88 mediante un adaptador mal-PEG2-
NHS. En un segundo paso se unen los oligonucledétidos (funcionalizados con un grupo tiol)
al extremo N-terminal de BLS empleando el mismo adaptador.

En la Figura 2. 9A se puede observar el espectro de absorbancia tipico de BLS
(maximo en 280 nm), de faloidina (maximo en 290 nm con dos hombros a 280y 310
nm) y de los oligonucleétidos (maximo en 260 nm). Estas diferencias permitieron
monitorear los pasos de marcacion por espectrofotometria. A medida que se fueran
uniendo las moléculas, se esperaba que los espectros resultantes fueran una

combinacion de los espectros individuales. La marcacion también fue seguida por
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SDS-PAGE. En la Figura 2. 9B se puede observar un corrimiento de parte de los
monomeros de BLS debido a la unién con faloidina, consistente con la suma de sus
pesos moleculares. Sin embargo, aqui se puede ver que la reaccidén no es completa,
sino que ronda el 50% de los mondmeros. Este resultado es similar al observado en
el capitulo anterior cuando se intenté unir fluoréforos a BLS en el mismo sitio.
Nuevamente, la hipotesis es que la ocupacién de los 5 sitios no puede ser completa
debido a impedimentos estéricos. Tras unir el adaptador al extremo N-terminal, se
observan 2 cambios: por un lado, un patron de corrida menos definido y por otro la
formacion de lo que parecen ser dimeros o trimeros. Esto puede deberse a efectos
de crosslinking inespecifico entre mondémeros durante el calentamiento de la
muestra previo al sembrado en el gel, debido al exceso de adaptador. Las especies
de mayor peso molecular disminuyen en el paso final de agregado de los

oligonucledtidos, soportando la hipotesis anterior.
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-
o
1

BLS,

--- hebra docking
faloidina

— BLS,+F+D

Absorbancia (u.a.)
o
[3,]

T T T =T
240 260 280 300 320 340
Longitud de onda (nm)

o
=]

Figura 2. 9: ( A) Espectro de absorbancia de BLS pent:
(oligonucledtido), la faloidina y la particula compuesta por los 3 anteriores. (B) SDS-PAGE

de BLS, BLS unida a faloidina (B-F), el producto intermedio derivatizado con el adaptador

(C-B-F) y el producto final unido a la hebra docking (O-B-F).

Para tener una marcacion de referencia, se unié faloidina a la secuencia docking de
oligonucleétidos, empleando el mismo adaptador. Denominamos a este marcador

OF. Dicha unién fue monitoreada por espectroscopia de absorcién. En la Figura 2.
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10 se observa la comparacion entre los espectros separados y tras la unidén de

ambos componentes.

hebra docking
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Figura 2. 10: Espectro de absorbancia de | a hebra fAidockingo

y la particula compuesta por los 2 anteriores.

Para caracterizar el desempefio de los marcadores OBF y OF para DNA-PAINT,
colocamos una solucion muy diluida de cada muestra en un portaobjetos. Dicho
portaobjetos estaba previamente recubierto con una capa de polimero positivo
(PDDA), de manera tal que la proteina y la faloidina (cuyo punto isoeléctrico se
encuentra por debajo del pH de trabajo) se pegaria inespecificamente a la superficie
por interacciones electrostaticas. Empleando la correcta combinacién de imagers,
laseres y filtros de emisidn seria posible visualizar y caracterizar nubes de puntos
sueltas correspondientes a marcadores individuales. En este caso, decidimos
visualizar las estructuras por excitacion directa del aceptor. En la Figura 2. 11y en
la Tabla 2. 1 se pueden ver una comparacion de diametros y ciclo de trabajo para
OF y OBF. Ambos parametros guardan una cierta proporcionalidad con el nimero
de sitios docking. Dado que BLS posee hasta 5 sitios para docking se espera que
el didametro de las nubes de localizaciones de BLS sea mayor a las de faloidina. Por

otro lado, como se explico en el capitulo 1, el ciclo de trabajo (DC) depende de ton
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y toff. Si para las dos muestras se usa el mismo par de oligonucleétidos docking-
imager, cada docking se considera independiente de las demas y la concentracion
del imager en solucion se mantiene invariante, se espera que el ton no se modifique
y que el toff se reduzca cuantas mas dockings haya disponibles. EI menor toff se
traduce en un mayor DC. Los multiples dockings de OBF también pueden
incrementar el ton si los imagers que se desprenden un docking y se pueden unir a

otro aledafio antes de difundir lejos del marcador.

Experimentalmente se observa que el DC de OBF es 2.4 veces mayor que el de
OF, principalmente producido por una reduccion de toff, pero también debido a un

incremento de ton.

251 OBF I R == OBF
OF OF

0 10 20 30 40 50 60 70 0 002 004 006 008 0.0
Diametro (nm) Ciclo de trabajo

Figura 2. 11: Comparacion de parametros obtenidos para OF y OBF medidos por DNA-
PAINT ([Imager A]= 0,5 nM; laser de excitacién 635nm; potencia 10 mW; filtro de emision
725/40). (A) distribucién de didmetros para OF y OBF (B) distribucion de ciclos de trabajo
para OF y OBF

OF OBF
Concentracion imager A (nM) 0.5 0.5
Laser excitacién (nm) 635 635
Filtro emision (nm) 725/40 725/40
Precision (nm) 6.11+2.60 6.85+2.73
Diametro (nm) 14.81+7.91 17.91+8.78
Ton (s) 1.16 1.25
Toff (s) 465 364.59
DC 0.011+0.006 0.027+0.014
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Tabla 2. 1: Comparacion de parametros promedio medidos por DNA-PAINT de las
particulas de faloidina sola (OF) y BLS-faloidina (OBF) reveladas por excitacion directa del
aceptor. En la tabla se indican también las condiciones de medicion.

Caracterizacion de los imagers

Si se desea realizar imagenes por FRET-PAINT es menester realizar previamente
una serie de controles. En primer lugar, es necesario estar seguro de que lo que se
ve es efectivamente FRET y no emision directa del donor. Para esto es necesario
seleccionar correctamente un filtro de emisién que deje pasar los fotones emitidos
por el aceptor, pero no los del donor. Al fendmeno en el cual se observan fotones
del donor pasando a trav®s del filtro
fendbmeno suele ser bastante frecuente y si bien es dificil bloquear totalmente los
fotones provenientes por excitacion directa del donor, es deseable que los mismos
sean minimos. En la Figura 2. 12 se observa una muestra de OBF en presencia de
imager donar y excitada con laser verde (correspondiente al donor). A la izquierda
se ven las nubes de localizaciones obtenidas con el filtro de emision que solo deja
pasar al donor y a la derecha se observa el mismo campo con el filtro
correspondiente al aceptor. En ambos casos las nubes de localizaciones grandes
corresponden a nanoparticulas de oro de 100 nm que emiten a ambas longitudes
de onda y sirve como marcas fiduciarias. De la Figura 2. 12 se puede concluir que
efectivamente, aguellas localizaciones que se observen al excitar con laser verde y

se revelan con el filtro 725/40, no pueden ser asignadas a emision directa del donor.
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Figura 2. 12: Comparacion de imagenes de super-resolucion por DNA-PAINT de un mismo
campo de particulas de BLS ubicadas al azar sobre el vidrio iluminando con laser 532 nm
y revelando con el imager D. En (A) se muestra la imagen obtenida con un filtro de deteccién
582/75y en (B) se muestra la imagen obtenida con un filtro 725/40. En ambas imagenes se
observan unos cllsteres de gran tamario correspondientes a nanoparticulas de oro de 100
nm de diametro, empleadas como marcadores fiduciarios.

Como segundo control, decidimos evaluar si el laser verde, a la potencia empleada
es capaz de excitar directamente al fluoréforo aceptor. Para esto, preparamos una
muestra solo con imager aceptor y la excitamos con ambos laseres (verde y rojo),

revelando sélo con filtro 725/40. En la Figura 2. 13 se observa que efectivamente,
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el laser verde tiene poca capacidad de excitacion directa al imager aceptor. Esto
implica que todas las localizaciones observadas al excitar con laser verde deberian
provenir de eventos de FRET, en el caso de que ambos imagers estén presentes

en la muestra.

A

500.0 nm
e

Laser verde Laser rojo

Figura 2. 13: Comparacion de imagenes de super-resolucion por DNA-PAINT de un mismo
campo de particulas de BLS ubicadas al azar sobre el vidrio iluminando con (A) laser 532
nmy (B) laser 642 nm, revelando con el imager Ay empleando un filtro de deteccién 725/40.
En ambas imagenes se observan unos clisteres de gran tamafio correspondientes a
nanoparticulas de oro de 100 nm de diametro, empleadas como marcadores fiduciarios.

Una vez hechos los controles correspondientes, procedimos a caracterizar las
nubes de localizaciones obtenidas por excitacién directa de ambos imagers. En
ambos casos la potencia del laser de excitacion correspondiente fue la misma (10
mW) y la concentracion del imager también (2nM), valores relativamente altos para
imagenes por DNA-PAINT. En la Figura 2. 14 se muestra la distribucion de las
variables estudiadas (precision de localizacion, diametro de la nube de
localizaciones, tiempo de encendido y tiempo de apagado) y en la Tabla 2. 2 los
promedios obtenidos de dichas distribuciones. No se observaron grandes
diferencias en la precision de localizacion y el diametro de las nubes obtenidas con

ambos imagers. Esto era de esperar dadas las condiciones de medicion similares.
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Cualquier diferencia podia ser asignada a las diferencias en las propiedades
fotofisicas de los fluoréforos unidos a cada imager. Por otro lado, se observaron
algunas diferencias sustantivas en los tiempos de encendido y apagado. Como se
explico previamente, el tiempo de encendido depende en primer lugar de la longitud
de los oligonucledtidos y en segundo lugar de la secuencia (especificamente de la
proporcion de CG de la misma). Teniendo en cuenta que en el disefio de los
oligonucledtidos el imager aceptor (10 bases) tienen un nucle6tido mas que el donor
(9 bases), era esperable que permaneciera mas tiempo unido al sitio docking. En
trabajos previos reportaban una diferencia de un orden de magnitud entre ambas
longitudes'®4, mientras que en nuestro caso se observa una de 6 veces. Finalmente,
se observé una diferencia significativa en el tiempo de apagado. No se esperaba
gue hubiera diferencias significativas en esta variable. La interpretacion de esto es
una falla en la cuantificacion de la concentracion de la solucion madre de alguna de

los dos imagers.
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Figura 2. 14: Comparacion de la distribucion de parametros medidos por DNA-PAINT de
las particulas de BLS reveladas de manera separada con cada imager, excitados con sus
correspondientes laseres y filtros de excitacion y deteccion. (A) distribucion de precisiones
de localizaciones, (B) distribucién de didmetro de clusters (C) Ton y (D)Toff

parametro Imager aceptor Imager Donor
Concentracion (nM) 2 2
Laser excitacion (nm) 642 535
Filtro emision (nm) 725/40 582/50
N (particulas) 1573 1778
Precision (nm) 36+1.7 3.7+28
Diametro (nm) 11.6 +3.3 11.3+24
Ton (s) 6.65/0.64 1.14/0.15
Toff (s) 344.96/7.19 170.64/9.54

Tabla 2. 2: Comparacion de pardmetros promedio medidos por DNA-PAINT de las
particulas de BLS reveladas de manera separada con cada imager, excitados con sus
correspondientes laseres vy filtros de excitacion y deteccion. En la tabla se indican también
las condiciones de medicion de cada caso.
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FRET-PAINT de particulas individuales

Hecha la caracterizacién de DNA-PAINT por excitacion directa de ambos imagers y
los controles necesarios para FRET, decidimos evaluar las condiciones para
obtener imdgenes por FRET-PAINT. Realizamos un barrido de concentraciones de
ambos imagers y calculamos el toff para cada combinacién de concentraciones. El
objetivo fue encontrar la mayor concentracion posible de imagers para poder tener
imagenes de FRET-PAINT de resolucion similar a DNA-PAINT, pero en tiempos
menores. En la Figura 2. 15, se observan los resultados de dicho barrido y las
tendencias observadas. En primer lugar, se puede decir que las variaciones en la
concentracion de ambos imagers no tienen el mismo efecto sobre la dinamica de
FRET. Si bien es posible obtener imagenes de super-resolucion con
concentraciones de aceptor de hasta 200 nM (2 a 3 6rdenes de magnitud por encima
de la concentracién tipica de DNA-PAINT), el aumento en la concentracion del donor
tienen un efecto negativo porque impide la ubicacion de moléculas individuales y
reduce la resolucién. La dependencia del tiempo de resolucidn con la concentracion
de ambos imagers se observa en la Figura 2. 16. La forma de esta dependencia

esta en concordancia con trabajos previos!2.
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Concentracion ImD
20 nM

Toff=147.2s .* Toff=122.9s

2nM

“Cav,

»

Concentracion ImA
20 nM

200 nM

Figura 2. 15: Comparacion de imagenes de super-resolucion por FRET-PAINT particulas
de BLS ubicadas al azar sobre el vidrio en presencia de ambos imagers (A y D) en distintas
relaciones de concentracion. En todos los casos se excitd al imager D (laser 532 nm) y se
detectd solo la sefial del Imager A (filtro 723/40). Se indica en cada imagen el Toff promedio
obtenido para cada combinacion de concentraciones. EN los casos donde no fue posible
obtener una imagen de sUper-resoluciéon, no se indica valores de Toff.
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Figura 2. 16 toff en funcion de la concentracion de imager Aceptor para dos concentraciones
diferentes de imager Donor.

En base a los ensayos anteriores concluimos que la mejor combinacion en términos
de tiempo minimo de adquisicidén para obtener una imagen de super-resolucion de
particulas individuales es 200 nM de aceptor y 20 nM de donor. En la Tabla 2. 3 se
muestra la comparacion entre los pardmetros medidos por excitacion directa del
imager aceptor y aquellos obtenidos por FRET. Si bien el tiempo de adquisiciéon por
FRET es unas 3 veces menor al necesario por excitacién directa, se observa una
disminucién de la precision de localizacion. Esto se puede corroborar midiendo en
diametro de las nubes de localizaciones que pasa de 11.6 nm (excitacion directa) a
15.9 nm (FRET). Pese a esto, la precision por FRET sigue siendo aceptable. Otra
observaciéon destacable es que el tiempo de encendido por FRET es un orden de
magnitud menor que el medido por excitacion directa. Esto es algo esperable, ya
que para que el fendmeno FRET involucra, ademas de la distancia donor-aceptor,
otros paradmetros como la orientacion relativa de los fluoréforos que pueden variar

durante el tiempo de union.

ImA ImA + ImD (10:1)
Concentracion (nM) 2 20071 20
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Laser excitacion (nm) 642 535

Filtro emision (nm) 725/40 725/40
Precisién (nm) 36+17 9.0+ 20
Diametro (nm) 11.6 + 3.3 159+ 3.3

Intensidad (u.a.) 739 + 280 565+ 161 /1640 = 390
Ton (s) 6.65/0.64 0.6/0.1
Toff (s) 344.96/7.19 80.6 /8.9

Tabla 2. 3: Comparacion de parametros promedio medidos por DNA-PAINT y la condicién
elegida de FRET-PAINT de las particulas de BLS. En la tabla se indican también las
condiciones de medicion de cada caso.

Por otro lado, se decidié comparar los resultados obtenidos por FRET-PANT entre

las particulas de BLS (OBF) y de faloidina unida a oligonucleétido (OF). Los

resultados se muestran en la Tabla 2. 4. Se observa que para concentraciones
similares de imagerdonory aceptor, el Uoff de BLS mejora
pero no sustancial mente: se observ:- una mejo
esta en concordancia con lo observado por excitacion directa (Tabla 2. 1). Esto da

la pauta de que tanto por excitacion directa como por FRET, la velocidad de

adquisicién de imagenes mejora, pero no de manera directamente proporcional al

ndmero de hebras docking.

OF OBF
Concentracion imagers 20-20 207 20
(nM)
Laser excitacién (nm) 535 535
Filtro emision (nm) 725/40 725/40
Precision (nm) 87123 85+32
Diametro (nm) 175+ 2.3 16.6 +3.4
Intensidad (u.a.) 841 + 231 845+ 183/1609 + 336
Ton (s) 0.59/0.06 0.57/0.09
Toff (s) 118.15/7.5 96.22/12.37

Tabla 2. 4: Comparacion de parametros promedio medidos por de FRET-PAINT de las
particulas de faloidina (OF) y de BLS (OBF). En la tabla se indican también las condiciones
de medicion de cada caso.

Imagenes de actina por DNA-PAINT y FRET-PAINT
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Una vez obtenido el sistema de marcacion y visualizacion caracterizado, nos
dispusimos a ponerlo a prueba en una muestra de células COS7. Brevemente, se
fijaron y permeabilizaron células en un portaobjetos, las mismas fueron luego
incubadas con nanoparticulas de oro (marcador fiduciario) y con OF u OBF. Las
muestras fueron primero reveladas por DNA-PAINT con una solucién de imager
aceptor diluida (0.5 nM). Los resultados se observan en la Figura 2. 17. Se compara
la imagen de transmision con la de super-resolucién. Tanto para OF como para OBF
se puede observar la marcacion especifica de actina, aunque en ambos casos la
marcacion resulto ser incompleta, dado que solo se puede visualizar tramos
entrecortados de fibra. El grado de marcacion inespecifica fue muy bajo, ya que se
observan pocas localizaciones por fuera de los margenes de las células. Como se
dijo en la caracterizacion previa, los tiempos de adquisicion con OBF no mejorar
significativamente respecto a OF. El mismo campo fue visualizado por FRET-
PAINT. Para esto, se cambié la solucion de visualizacién por una que contuviera
ambos imagers. A pesar de que en los estudios de particula Gnica se habia
encontrado concentraciones optimas en términos de tiempos de adquisicidn, estas
resultaron demasiado elevadas para una muestra biologica por lo que debieron ser
diluidas hasta una concentracion de 20 nM de ambos imager. Se puede observar
que, a pesar de que por DNA-PAINT la actina pudo ser visualizada, al revelar por
FRET-PAINT solo se observaron unas pocas localizaciones aisladas, sugiriendo
qgue la cantidad de eventos de FRET-PAINT fue insuficiente para el objetivo
propuesto. Esto deberia poder mejorarse con una mejor densidad de marcacion y
con una hueva puesta a punto en células de concentraciones de imagers y tiempos

de adquisicién.
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Transmision Ex. directa FRET

Faloidina

BLS

Figura 2. 17: imagen de supe resolucion por DNA-PAINT de actina en Células COS7
marcadas con Faloidina o BLS visualizadas por excitacion directa del fluoréforo aceptor o
por FRET.

Conclusiones parciales

En este capitulo se ha propuesto el uso de una versién pentamérica de BLS como
sistema de andamiaje modular para obtener imagenes de super-resolucién de
estructuras celulares por DNA-PAINT y FRET-PAINT. La hipétesis de trabajo es que
BLS puede funcionar como una herramienta versatil para DNA-PAINT, dada su
modularidad, y que en particular deberia poder disminuir los tiempos de adquisicién
tanto por DNA-PAINT como por FRET-PAINT dada su estructura pentamérica. Para
el caso de FRET-PAINT se podria esperar un efecto sinérgico entre hebras que
aumente la probabilidad de eventos de FRET, dada la cercania a la que estas

guedan posicionadas en la estructura de BLS.
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Si bien fue posible ensamblar correctamente y caracterizar la plataforma de DNA-
PAINT basado en BLS, aln resta poner a punto las condiciones Optimas para la
realizacion de imagenes de actina por excitacion directa y FRET.

Por otro lado, mientras esta tesis era desarrollada aparecieron otras estrategias que
optimizan los tiempos de adquisicion por DNA-PAINT que valen la pena probar
también en este sistema. La primera es la denominada repetitive DNA-PAINT ,
donde se usan secuencias de docking e imagers simétricas y repetitivas de modo
de conseguir varios sitios de unién solapados para aumentar la probabilidad de
union?%. La segunda es el uso de hebras fluorogénicas?®’ que permiten, al igual que
en la estrategia basada en FRET, aumentar la concentracion del imager sin
perjudicar la precision de localizacion. Estas dos estrategias ya fueron probadas y
puestas a punto, incluso en nuestro laboratorio. En consecuencia, la opcion de usar
BLS para multiplicar los sitios de union para DNA-PAINT no parece ser la mas
adecuada para seguir desarrollando.
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CAPITULO 3: DETERMINACION DE LA
ORIENTACION DE MOLECULAS
INDIVIDUALES EN UNA CAJA PROTEICA
MEDIANTE NANOSCOPIAS

Colaboracién: Alan Szalai y Lucia Lopez (microscopias y discusion de resultados), Juan
Manuel Prieto y Marcelo Marti (dinamicas moleculares), Aleksandra Adamczyk y Guillermo
Acufia (microscopia con luz polarizada)
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Informacidn estructural dinamica a partir de nanoscopias

Recientemente, la nanoscopia de fluorescencia y los métodos de fluorescencia de
molécula Unica estan avanzando en el campo de la biologia estructural, abordando
aspectos estructurales en condiciones biolégicamente compatibles, incluso de
forma dindmica. Por ejemplo, al analizar los desplazamientos nanométricos de
marcadores fluorescentes con MINFLUX?% se revel6 una rotacion del tallo de la
proteina motora kinesina-1 al caminar a lo largo de los microttubulos. Los desarrollos
adicionales de estos métodos tienen un enorme potencial para i) la observacion
directa de cambios conformacionales dindmicos de macromoléculas bioldgicas y su
interaccidn con moléculas mas pequefias en condiciones compatibles con la vida y
ii) el estudio de la funcidn dinamica de nano estructuras naturales o artificiales, como

dispositivos basados en origami de ADN.

En trabajos recientes se ha presentado una técnica para determinar la orientacion
de fluoréforos individuales respecto a estructuras de origami de ADN en las que
estaban unidos?°%219, Primero, la orientacién del dipolo de transicién de absorcion
de la molécula se determind a través de una medicion de excitacion resuelta por
polarizacion. En segundo lugar, la orientacién de la estructura del origami de ADN
se obtuvo a partir de una medicion de DNA-PAINT. Para esto ultimo, se marcaron
al menos 2 posiciones del origami, lo suficientemente alejadas entre si como para

resolverlas.

Teniendo en cuenta este antecedente, nos propusimos evaluar si esta técnica
podria usarse en un sistema proteico, lo cual reviste de relevancia dadas las
posibles aplicaciones en sistemas biolégicos reales. Para eso, decidimos emplear
como modelo de trabajo la construccion ensamblada en el capitulo 1, en la que
obtuvimos particulas de BLS con un fluoréforo (Cy5) en su cavidad interior (Figura
3. 1). Las mediciones de las orientaciones absolutas de fluoroforos parecen
reproducibles en nuestro sistema. Sin embargo, teniendo en cuenta que BLS (y las

estructuras proteicas en general) es 1 orden de magnitud mas pequefio que los
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origami de ADN utilizados en trabajos anteriores e incluso mas pequefio que la
resolucioén tipica de DNA-PAINT (10-20 nm), concluimos que es necesario realizar
modificaciones a la técnica de manera tal de poder determinar la orientacion del
scaffold proteico. Por otro lado, y como serd discutido mas adelante, dada la
naturaleza tridimensional del sistema y que las técnicas empleadas tienen muy baja
resolucién en el eje Z, fue necesario hacer adaptaciones y consideraciones que

permitieran realizar mediciones confiables en 2 dimensiones.

5=(p BLS (prs

Y

Figura 3. 1: esquema representativo de la orientacion de la proteina (lscs), del fluoréforo
(Gic,s) y de |l a orientaci-n relativa entre ambas (U)

Orientacién 2D de Cy5 en el plano por microscopia de fluorescencia con

polarizacion resuelta en el tiempo

El uso de luz polarizada en microscopias en general y en nanoscopias en particular,
permite acceder a informacién sobre la movilidad y la orientacion de moléculas
fluorescentes en una muestra®!212, Considerando solo las transiciones de dipolos
eléctricos, la probabilidad de absorcion es proporcional a § J0s, donde p es el
momento dipolar de absorcion de la molécula y E es el campo eléctrico de

iluminacion. Por lo tanto, una molécula sera excitada mas eficientemente con luz
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linealmente polarizada en paralelo a su dipolo de absorcion. La dependencia de la
I ntensidad de |l a fluorescencia con re
luz y el dipolo de transicion se rige por la Ley de Malus. Si un fluor6foro se encuentra
fijo y se rota el plano de polarizacion de la luz, su intensidad de emisidn oscilara con
una dependencia de cos?d . Por otro | ado, S i un f
rotacion la emision de fluorescencia no deberia verse afectada por variaciones en
la polarizacion. El caso intermedio (y tal vez el méas frecuente) es aquel en el que el
fluoréforo se encuentra anclado a un punto (por ejemplo, un anticuerpo o un
oligonucledtido). En este caso, el mismo solo podra tener una rotacién coénica
alrededor del punto de anclaje. Consecuentemente una variacion en el plano de
polarizacion de la luz afectara la emision de fluorescencia, pero con menor amplitud

gue en el caso de un fluoréforo fijo.

Para medir la orientacion de los fluoréforos, se realizaron mediciones de
polarizacion resuelta en el tiempo en un microscopio de campo amplio de
epifluorescencia (Figura 2. 2). Se usaron dos laminas de retardo. Una de cuarto de
onda (&/4) para pasar de lwuz <circular
yunademedi a onda (@o&/ 2) para rotar el pl a
posee un motor para rotarla a velocidad constante. La velocidad de rotacién del

polarizador fue de 20°s.

camara

Figura 3. 2 set up experimental para la medicion de polarizacion resuelta en el tiempo.
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Se grabaron videos de las particulas fluorescentes hasta que se fotoblanquearon la
mayor parte de los fluoréforos. Conociendo la dependencia de la intensidad con el
angulo de excitacion, fue posible ajustar la sefial y obtener el angulo del fluoréforo
desde las posiciones de maxima intensidad de emision (momento en que dicho
angulo y el de excitacion resultaban paralelos). Para esto, fue necesario conocer en
todo momento la orientacion del plano de orientacion de la luz de excitacién (Figura
3. 3).
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Figura 3. 3: (A) Angulo del plano de la luz linealmente polarizada en funcion del tiempo. (B)
Sefial esperada por la ley de Malus en funcion del tiempo, asumiendo la orientacion de un
fluoréforo paralela al plano inicial de polarizacion. (C) sefial de esperada en funcién del
angulo relativo entre el plano de la luz y la orientacion del fluoréforo.

Dado que nuestro dispositivo experimental no nos permitia medir el angulo del
polarizador directamente, decidimos empezar los experimentos siempre con el
plano de la luz paralelo al eje Y del portaobjetos de la muestra y en determinado
momento iniciar manualmente la rotacién del polarizador. Teniendo en cuenta esto,
resultaba importante determinar experimentalmente dicho momento con exactitud.
Para eso, decidimos emplear nanoparticulas de oro que pueden observarse con

una sefial mucho mayor que la fluorescencia de un fluoréforo, tienen menos blinkeo

114



y tampoco se fotoblanquean. Si bien las nanoparticulas empleadas eran esferas de
100 nm de didmetro, aquellas nanoparticulas que no fueran perfectamente esféricas
o que formaran agregados irregulares, serian sensibles al plano de polarizacion de
la luz. Asi, independientemente de su orientacion, fue posible detectar el momento
de inicio de la rotacion de la luz debido al inicio de la oscilacion de la sefial (Figura
3. 4). Si se promedian varias nanoparticulas, es posible determinar con cierto grado

de precision dicho momento.

2.0 inicio de rotacién
del polarizador

1.5 A

1.0 4

0.5

Intensidad

0.0

-1.0

Tiempo

Figura 3. 4: trazas de luminiscencia (normalizada) en funcion del tiempo de distintas
nanoparticulas de oro de un mismo video. Con la flecha se indica el momento estimado en
el cual se inicid la rotacion del polarizador de la luz

En las Figura 3. 5y Figura 3. 6 se muestran dos ejemplos de trazas de fluorescencia
de Cy5. El maximo de emision de cada fluoréforo se alcanza cada vez que el
polarizador coincide con la proyeccion en el plano del dipolo de transicion del
fluoréforo. Asi, conociendo la orientacion de la polarizacion en el plano de la
muestra, del primer maximo de cada ajuste es posible obtener la orientacién de
cada fluoréforo. Para cada ciclo de rotacion de la polarizacion, se ajustaron los datos
y se obtuvo un valor de angulo de Cy5 respecto al eje X de la muestra. Solo se

tuvieron en cuenta las trazas con modulacién superior a 0,2 y los &ngulos obtenidos
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con un buen ajuste (r? > 0,6). De esta manera, se obtuvo una distribucién de angulos
de cada traza. En la mayoria de los casos, las distribuciones de angulos fueron
unimodales, lo que indica que el fluoréforo no se movié durante el experimento
(Figura 3. 5). Sin embargo, algunos casos mostraron una distribucion bimodal, lo

gue sugiere alternancia del fluoréforo entre 2 orientaciones diferentes (Figura 3. 6).
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Figura 3. 5: Andlisis de una traza con comportamiento unimodal (A) Traza de fluorescencia
en funcion del tiempo de una molécula de Cy5 dentro de BLS. En Rojo y azul se indican 2
ajustes a la ley de Malus en distintos momentos de la traza. A la derecha se muestran los
dos ajustes superpuestos y el angulo obtenido para cada uno. (B) Angulos de cy5 obtenidos
en funcion del tiempo. A la derecha se indica un histograma de los mismos.
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Figura 3. 6 Analisis de una traza con comportamiento bimodal (A) Traza de fluorescencia
en funcion del tiempo de una molécula de Cy5 dentro de BLS. En Rojo y azul se indican 2
ajustes a la ley de Malus en distintos momentos de la traza. A la derecha se muestran los
dos ajustes superpuestos y el angulo obtenido para cada uno. (B) Angulos de cy5 obtenidos
en funcion del tiempo. A la derecha se indica un histograma de los mismos.

Se prob6 una segunda condicién experimental en la cual la velocidad de rotacién
del polarizador fue menor (5°/s.) para evaluar cual velocidad es mas conveniente
para obtener mejor calidad de datos. La comparacion de trazas entre ambas
condiciones se muestra en la Figura 3. 7. En la misma se observa que ambas
condiciones tienen ventajas y desventajas: la condicion rapida permite medir mas
cantidad de ciclos con menor cantidad de puntos por ajuste y la condicién lenta
permite obtener mas cantidad de datos por ajuste, pero menor cantidad de ajustes
por traza debido al fotoblanqueo de los fluoréforos. Dado que la calidad del ajuste a
alta velocidad no es considerablemente peor que la de velocidad lenta y que la
cantidad de ajustes por trazas es mayor, decidimos quedarnos con la rotacién rapida
(20°/s).
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Figura 3. 7: Comparacion de dos ajustes de trazas de fluorescencia de Cy5 y sus
correspondientes histogramas medidas con 2 velocidades diferentes de rotacion del
polarizador de la luz (A) 20°s. (B) 5%s.

Orientaciéon 2D de BLS por DNA-PAINT

Para determinar la orientacion de las particulas de BLS por DNA-PAINT fue
necesario marcar con oligonucleétidos los extremos de la proteina, de manera tal
de poder definir un vector que refleje la orientacion de la misma. Al igual que en el
capitulo 2, se marcoé a la proteina en los extremos N-terminales para tener en esta
ocasiéon 2 polos de sitios de acoplamiento (de hasta 5 hebras de ADN),
correspondientes a los extremos de cada pentamero (Figura 3. 8). En una situacion
ideal, se deberia poder resolver dichos puntos y trazar una linea que refleje la
orientacion del eje mayor de la proteina. Sin embargo, existen diversos factores que

afectan criticamente el uso de DNA-PAINT para resoluciones inferiores a 20 nm.
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Las 2 mas importantes son la precision de localizacion y el control de la deriva
térmica. Teniendo en cuenta que la distancia cristalogréfica entre los extremos de
BLS es de 8 nm, el estudio detallado y control de estas 2 variables resulta crucial

para cumplir los objetivos propuestos.

Figura 3. 8 (A) Esquema de marcacion de BLS con oligonucleétidos de acoplamiento en los
extremos N-terminal. (B) Representacion de eventos de localizacion de BLS por DNA-
PAINT.

Efecto de la Precision de localizacion

Con el fin de explorar los alcances y limitaciones de DNA-PAINT para los objetivos
propuestos, se realizaron simulaciones para evaluar la precision minima necesaria
para resolver los extremos de BLS. Dichas simulaciones asumian la unién de
oligonucledtidos en los 10 extremos N-terminales de BLS y la union de hebras
imager de manera tal que los fluoréforos quedaran del extremo lindante a la
proteina. Como se ve en la Figura 3. 9, con una precision de localizacién de 1 nm
es posible resolver los dos extremos de BLS. Para precisiones peores, las nubes de
localizaciones se funden en Unico clister de forma ovalada. Tipicamente, es muy
dificil obtener precisiones de localizacion inferiores a 3 nm. Concluimos que las

particulas de BLS serian visualizadas como nubes de puntos ovaladas.
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Figura 3. 9: Simulaciones de resultados obtenidos de DNA-PAINT para BLS marcada en
sus extremos con diferentes precisiones de localizacion (A) precisién 1 nm (B) precision 3
nm (C) precision 5 nm, se muestra un esquema de la elipse de confianza empelada para
calcular la orientacién de la nube respecto al eje de coordenadas

Tomando en cuenta que la precision de localizacion de nuestros experimentos es
de entre 5y 10 nm, estas simulaciones nos dieron la pauta de que las particulas de
BLS se observaran con un diametro promedio de entre 12 y 16 nm y una relacion
de aspecto de entre 1,10 y 1,20.

Como siguiente paso, usamos las simulaciones para ver si es posible determinar la
orientacion en el plano de las particulas de BLS a partir de un ajuste a la elipticidad
de la nube de localizaciones. Abordamos este problema ajustando la nube de
puntos a una elipse de covarianza (Figura 3. 10). Resumidamente, los pasos a

seguir para obtener la orientacién del eje mayor de la proteina son:

Ajustar las nubes de localizaciones a una elipse de confianza en 2D
Calcular la matriz de covarianza

Obtener los autovectores de dicha matriz

WD

Obtener el angulo del autovector de mayor modulo

Decidimos poner a prueba este método con nubes gaussianas simuladas de
distintas relaciones de aspecto y distintos angulos predefinidos. Los resultados se
muestran en la Figura 3. 10. Como se puede observar, aun con una relacion de
aspecto casi circular (Figura 3. 10) es posible recuperar con buena precision la

orientacion del cluster. Notese que para el caso de angulos cercaos a 0° y 18Q°
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parece haber mucho error porque el ajuste devuelve alternativamente ambos
valores, lo cual en principio no es un problema porque son equivalentes. Estos
resultados, muestran que el método puede ser lo suficientemente robusto para

nuestro sistema, aun en condiciones experimentales sub-6ptimas.

Figura 3. 10: Simulaciones de nubes de puntos elipticas rotadas de 0 a 180° (A) Nubes de
puntos representativas de una relacion de aspecto 1.2 rotadas y ajuste de sus
correspondientes elipses de confianza. (B) Angulos obtenidos por ajuste de elipses de
confianza en funcion de los angulos originales para distintas relaciones de aspecto (1.1-
1.3). En todos los casos el nimero de simulaciones por punto fue 1000.

Estos resultados nos alentaron a realizar los primeros ensayos experimentales.
Para ellos, primero tuvimos que decidir las condiciones Optimas de medicion.
Tomando como base las condiciones sugeridas en trabajos previos’® para

imagenes de ultra-resolucion en DNA-PAINT, la muestra fue medida con una
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