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RESUMEN

La creciente propagacion de bacterias multidrogo resistentes ha repercutido en la crisis
global de resistencia a antibioticos que enfrentamos hoy en dia. Es imperativo el
desarrollo de farmacos con novedosos blancos que puedan burlar los sistemas de
evasion a antibidticos adquiridos. Los aptdmeros, como alternativa para evitar la
propagacion bacteriana, son secuencias cortas de acidos nucleicos de una sola hebra
seleccionados por su alta afinidad a moléculas diana especificas, a las que se unen
adoptando una conformacion tridimensional. Estos tienen un alto potencial
farmacoldgico al usarlos como moléculas inhibidoras de otras implicadas en procesos
vitales. IF2 es una proteina multidominios que juega un rol esencial en la iniciacion de
la traduccion bacteriana: recluta al tRNA de iniciacion a través del dominio C2,
promueve el emparejamiento de bases codon-anticodon y la asociacion de la
subunidad 50S al complejo 30S IC, hidroliza GTP mediante el dominio G2 y permite
la maduracion del 70S IC en 70S EC. Se han identificado previamente aptameros
dirigidos a IF2 planteando bloguear sus funciones en el marco de la sintesis proteica.
En el presente trabajo, se selecciond al aptamero 311 (Apt3!!) para evaluar las posibles
perturbaciones que causa en IF2 con respecto a la iniciacion de la traduccion mediante
parametros cinéticos usando el sistema FRET in vitro y aproximaciones in silico. Los
resultados demostraron que el Apt™! perturba el reclutamiento del tRNAi de IF2 y su
posterior acomodacién en el sitio P de la subunidad ribosomal 30S durante la
formacion del complejo 30S IC. Asimismo, el Apt®'! impide la asociacion de la
subunidad 50S y, por ende, la formacion del complejo 70S IC. En efecto, el Apt3'! es
una molécula con potencial antibidtico que inhibe las funciones fundamentales de IF2
en la iniciacion de la traduccion probablemente debido a su unién a nivel de los
dominios C1 y G3 de IF2, impidiendo la comunicacion alostérica entre los dominios
G2y cC2.

Palabras clave: Aptameros, cinética rapida, FRET, IF2, ribosoma, traduccion
bacteriana.



ABSTRACT

The increasing spread of multidrug-resistant bacteria has had an impact on the global
antibiotic resistance crisis we face today. The development of drugs with novel targets
that can circumvent acquired antibiotic evasion systems is imperative. Aptamers, as
an alternative to prevent bacterial spread, are short single-stranded nucleic acid
sequences selected for their high affinity to specific target molecules, to which they
bind in a three-dimensional conformation. These have a high pharmacological
potential when used as inhibitory molecules of others involved in vital processes. IF2
is a multidomain protein that plays an essential role in bacterial translation initiation:
it recruits the initiation tRNA through the C2 domain, promotes codon-anticodon base
pairing and the association of the 50S subunit to the 30S IC complex, hydrolyzes GTP
via the G2 domain and allows maturation of the 70S IC into the 70S EC. Suitable
targets directed at IF2 have previously been identified, proposing to block its functions
in the context of protein synthesis. In the present work, aptamer 311 (Apt®!) was
selected to evaluate the possible perturbations it causes in IF2 with respect to
translation initiation by kinetic parameters using the in vitro FRET system and in silico
approaches. The results demonstrated that Apt3!! perturbs the recruitment of IF2
tRNAI and its subsequent accommodation in the P-site of the 30S ribosomal subunit
during the formation of the 30S IC complex. Likewise, Apt®!! prevents the association
of the 50S subunit and, therefore, the formation of the 70S IC complex. Indeed, Apt3!t
is a molecule with antibiotic potential that inhibits the fundamental functions of IF2 in
the initiation of translation, probably due to its binding to the C1 and G3 domains of

IF2, preventing allosteric communication between the G2 and C2 domains.

Key words: Aptamers, bacterial translation, FRET, IF2, rapid Kinetics, ribosome.



I. INTRODUCCION

La sintesis de proteinas es un proceso de decodificacion donde se transcribe la
informacion almacenada en un gen y se traduce para obtener su respectiva proteina.
La traduccidn consta de cuatro fases que conforman un mecanismo ciclico: La fase de
iniciacion comprende el ensamblaje de la maquinaria de traduccion con la unién del
primer amino&cido (fMet en procariotas) al complejo. Luego, se desarrolla la cadena
polipeptidica mediante la incorporacion de aminoécidos durante la fase de elongacion.
Cuando el ribosoma reconoce el coddn de stop, se libera la proteina en la fase de
terminacion. Finalmente, se reacomodan los factores involucrados durante la fase de

reciclaje para comenzar otro ciclo.

La correcta formacién de los complejos de iniciacion en la fase de iniciacién es vital
para el desarrollo y procesamiento de la maquinaria que concluye con la sintesis de
proteinas. Particularmente, el Factor de Iniciacién 2 (IF2) es una molécula clave en la
fase de iniciacion pues recluta al tRNA de iniciacion (tRNAI), promueve el
emparejamiento de bases codon-anticodon y tiene actividad GTPasa que permite la
maduracion del Complejo de Iniciacion (IC) 70S al Complejo competente de
Elongacion (EC) 70S, dando inicio a la fase de elongacién. Dada la importancia de
este factor en la fase de iniciacion, se plantea que IF2 seria un potencial objetivo para

tratamientos antimicrobianos.



Existen numerosos antibioticos que tienen como objetivo la traduccion bacteriana,
cuya diana es, en su mayoria, la fase de elongacién. Sin embargo, existen muy pocos
que afectan directamente a la fase de iniciacion. En una coyuntura actual en la que la
resistencia a antibidticos es un problema global al cual hay que hacer frente, se debe

promover la sintesis de nuevos antibidticos que tengan blancos novedosos.

De esta manera, el presente estudio plantea la identificacion de nuevas moléculas
con capacidad para inhibir procesos moleculares esenciales para las bacterias,
enfocandose estratégicamente en el uso de aptameros de DNA con alta afinidad hacia
el factor fundamental IF2. Este proceso alteraria la correcta formacion de los
Complejos de Iniciacion, reaccion esencial que da comienzo a la sintesis de proteinas,
y proporcionaria los ensayos preliminares respecto del surgimiento de potenciales

antibioticos.

1.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los antibidticos son compuestos naturales, sintéticos o semi-sintéticos que,
interfiriendo con procesos bioldgicos esenciales de las bacterias, disminuyen o
impiden su proliferacion (Giuliodori et al., 2018) y, por tanto, son cominmente
usados en el tratamiento y prevencién de infecciones (Sultan et al., 2018). Estos han
transformado la medicina y salvado millones de vidas desde la introduccién de la

penicilina en 1940 (Lobanovska & Pilla, 2017). Inicialmente, la aparicion de nuevos



patdgenos no era un asunto de preocupacion porque se mantuvo una constante
investigacion por antibioticos durante su “Era Dorada”. Es asi que el desarrollo de
nuevas drogas decrecio a partir de 1960. Todas las clases de antibioticos hoy en dia
recetados fueron producidos durante esta etapa (revisado en McPhillie et al., 2015).
Ello, junto con un incremento masivo de consumo de antibidticos, no solo en el sector
salud sino también en la agricultura, ganaderia y acuicultura, ha llevado a la crisis de

resistencia a antibiéticos que enfrentamos hoy en dia (Windels et al., 2019).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) identificod la resistencia
antimicrobiana como una de las mayores amenazas para la salud global (World
Health Organization, 2019). Cada afio, se estima que las infecciones por bacterias
resistentes a antibidticos resultan en mas de 33.000 y 35.000 muertes en Europa y
Estados Unidos, respectivamente (Cassini et al., 2019; CDC, 2019). Una revision
encargada por el gobierno del Reino Unido (O’Neill, 2014) estimd que las muertes
por resistencia a los antimicrobianos a nivel mundial podrian aumentar de
aproximadamente 700.000 muertes al afio a cerca de 10 millones de muertes al afio

para 2050.

Las bacterias han desarrollado mecanismos moleculares de resistencia que
contrarrestan al farmaco a lo largo de su trayectoria, dividiéndose en 4 lineas de
defensa: i) exclusion espacial por permeabilidad selectiva o bombas de eflujo; ii)
modificacion del farmaco, que previene la acumulacion de este al atacarlo
quimicamente por reacciones de sustitucion o hidrélisis (degradacion); iii)

modificacion del objetivo, por sustitucion de residuos, unién a un factor protector, o



cambio en la abundancia del objetivo (nivel de expresion); y iv) bypass metabolico,
que evita la reaccion quimica toxica produciendo targets alternativos de baja afinidad
(derivacion) (Kapoor et al., 2017; Yelin & Kishony, 2018). Estos mecanismos estan
codificados por cambios que podrian darse a escala genotipica, como mutaciones
puntuales (SNPs) aguas arriba o dentro de los genes (ORF); a escala genomica,
proporcionando cambios estructurales como la introduccion de un promotor o casetes
de genes; 0 a una escala superior al genoma como la transferencia horizontal de genes
adquiriéndolos como plasmidos o integrandolos en el genoma por recombinacion

(Sultan et al., 2018; Yelin & Kishony, 2018).

Los mecanismos microbianos de adaptacion y resistencia a antibioticos superan
rapidamente el largo y costoso proceso que implica la busqueda de nuevas drogas
hasta su comercializacion, por lo que las industrias biotecnoldgicas y farmaceuticas
han detenido o limitado considerablemente las inversiones para descubrir y
desarrollar nuevos farmacos (Fernandes & Martens, 2017; Giuliodori et al., 2018).
A saber, cuesta entre 800 millones y 1 billén de ddlares llevar una nueva droga al
mercado y, en promedio, tarda mas de 10 afios en ingresar a la clinica (Lobanovska
& Pilla, 2017). Asimismo, entre los principales 102 antibiéticos autorizados para uso
clinico entre 1943 y 2018, solo catorce han sido aprobados para uso comercial en los

altimos 20 afios (Giuliodori et al., 2018).

Por lo tanto, sélo la investigacién subvencionada publicamente podria satisfacer

la necesidad de nuevos antibidticos (Fabbretti et al., 2011). Considerando esto, es



necesario el compromiso y participacion de los gobiernos en priorizar la

investigacion y desarrollo de tratamientos antibioticos nuevos y eficaces.

Los antibioticos se pueden clasificar segin su mecanismo de accion en aquellos
que tienen como blanco a: la sintesis de la pared celular, sintesis de acidos nucleicos,
sintesis proteica y membrana celular (Kapoor et al., 2017). La mayoria de los
antibidticos de proveniencia natural y de importancia clinica se dirigen a la
maquinaria traduccional, siendo la fase de elongacion el blanco habitual (Giuliodori
et al., 2018). Muy pocos farmacos se dirigen a la fase de iniciacién, a pesar de que
provee un amplio espectro especifico para bacterias por ser el paso menos conservado
entre Procariotas y Eucariotas (Myasnikov et al., 2009). Sin embargo, todavia

ninguno de estos compuestos ha sido aprobado clinicamente (Wilson, 2014).

En el presente proyecto se plantea obtener una nueva clase de inhibidores de la
proliferacion bacteriana usando aptameros, moléculas de DNA previamente
seleccionadas por su afinidad a IF2, proteina clave en el proceso de iniciacion de la

traduccion.

1.2 FORMULACION DEL PROBLEMA

¢De qué manera la union del aptdmero (Apt'') de DNA dirigido al Factor
proteico IF2 altera la funcién de la fase de iniciacion de la sintesis proteica en

Escherichia coli?



1.3 JUSTIFICACION DE LA INVESTIGACION

La alarmante y rapida propagacion mundial de patégenos multidrogo resistentes
ha repercutido en un aumento de la morbilidad, mortalidad, la prolongacion de
hospitalizacion e incremento de costes sanitarios, respecto de la salud humana, asi
como en la salud animal y medioambiental, necesitdndose esfuerzos conjuntos para
su contencién (Medina & Pieper, 2016; Quifiones D, 2017). Para abordar esto, la
OMS establecié un plan de accién global que incluia: fortalecer la investigacion y
aumentar la inversion de nuevos farmacos mediante el desarrollo sostenible, dentro
de sus cinco objetivos estratégicos (World Health Organization, 2015) a los que se
ha adherido también el Perti poniendo en marcha el “Plan Nacional para enfrentar la
resistencia a los antimicrobianos 2017-2021” (DIGEMID. Ministerio de Salud,

2017).

En este contexto, el presente trabajo pretende contribuir a la lucha contra la crisis
global de resistencia a antibioticos mediante la evaluacion de novedosas moléculas
sintéticas que sean potenciales farmacos inhibitorios de factores vitales y ain no

explotados.

Casi todas las clases de antibioticos desarrollados hasta la fecha provienen de
fuentes naturales (McPhillie et al., 2015). Para asegurar la produccion de farmacos

de uso clinico, las empresas farmaceuticas y biotecnolégicas han acudido a la



modificacion quimica de antibidticos ya existentes para mejorar su funcion. Sin
embargo, se ha observado que en vez de proveer mejoras sustanciales, han
contribuido significativamente a la aparicion de resistencias a la clase quimica de
aquellos compuestos (Giuliodori et al., 2018). Ademas, la obtencion de farmacos de
proveniencia natural ha presentado dificultades desde su purificacion hasta la
produccidn a gran escala por ser un lento, largo y costoso proceso. En consecuencia,
desde el desarrollo de metodologias pertenecientes a la Biologia y Quimica
Combinatorial, muchas empresas han optado por la via sintética, pues su obtencion

es mucho mas sencilla y economica (McPhillie et al., 2015; Silver, 2011).

La sintesis de proteinas parece ser el objetivo mas viable para la identificacion
y/o disefio de nuevos farmacos debido a su caracter esencial para la vida en todos los
reinos. Mas del 60% de los antibio6ticos naturales de importancia clinica se dirigen al
ribosoma, durante la maquinaria traduccional (Giuliodori et al., 2018). La mayoria
de estos compuestos tienen como diana la fase de Elongacién (Wilson, 2014). Se
conocen muy pocos inhibidores de la Iniciacion de la traduccion a pesar de su
potencial como target especifico de antibidticos, ya que es la fase que mas difiere
entre Procariotas y Eucariotas (Brandi et al., 2008). Dicha propiedad provee solidas
bases para desarrollar farmacos inocuos para los pacientes. Ademas, alin no se
conoce ningdn mecanismo de resistencia para antibidticos especificos del paso de
iniciacion de la traduccion (Giuliodori et al., 2018). Inclusive, se sabe que la
regulacién de la traduccidn ocurre principalmente en la fase de iniciacion, pues esta
limita la velocidad del proceso ciclico (C. Gualerzi & Pon, 1990; Laursen et al.,

2005).
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Asimismo, a la fecha no se conocen inhibidores de las moléculas necesarias para
iniciar la traduccion, los Factores de Iniciacion IF1, IF2 e IF3. Estos se unen a la
subunidad 30S del ribosoma asegurando la fidelidad del proceso (Arenz & Wilson,
2016). De particular interés, IF2 es una GTPasa que recluta el tRNAi y promueve el
emparejamiento de bases codon-anticoddn, asegurando la formacion del Complejo
de Iniciacion (IC) (Milon et al., 2010). Por lo tanto, esta proteina fundamental podria

ser un blanco promisorio para el desarrollo de farmacos.

Como potenciales inhibidores de este proceso, se propone el uso de aptdmeros.
Estas son moléculas de DNA o RNA de una sola cadena que obtienen una
conformacién tridimensional y se unen por alta afinidad a moléculas target
especificas, de manera similar a la union de anticuerpos con proteinas (Bayat et al.,
2018; Nimjee et al., 2017). Los aptameros ofrecen numerosas ventajas para su uso
terapéutico o de diagndstico como su corto tamafio, facil penetracion, alta estabilidad
térmica, baja inmunogenicidad, obtencién simple y reducido costo de produccion;
ademas, pueden modificarse quimicamente para optimizar su perfil farmacocinético
(Adachi & Nakamura, 2019; Bayat et al., 2018). Asi pues, se ha estudiado en el
tratamiento de desordenes visuales, afecciones vasculares, trombosis, cancer e
infecciones bacterianas; habiendo a la fecha un aptdmero (Macugen) aprobado para
su uso clinico frente a la degeneracion macular del ojo, y otros mas que se encuentran
en etapas de evaluacion preclinicas y clinicas (Nimjee et al., 2017; Zeninskaya et al.,

2016).
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La estrategia de este proyecto radica en el uso del aptamero (Apt3t) previamente
seleccionado contra el factor esencial IF2, en aras de obtener un potencial antibiotico

que aporte a la crisis de resistencia a antibioticos que actualmente enfrentamos.

1.4 OBJETIVOS

1.41 OBJETIVO GENERAL

Evaluar las posibles perturbaciones que causa el aptamero de DNA (Apt3!!) en

las funciones del Factor IF2 de Escherichia coli en la fase de iniciacion de la

traduccion.

1.4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Predecir la estructura tridimensional del aptamero Apt®!* dirigido al Factor IF2

de Escherichia coli, proporcionado por el Laboratorio de Biomoléculas, mediante

aproximaciones computacionales.

Predecir la interaccion tridimensional del complejo IF2-aptamero, mediante

aproximaciones computacionales.

Expresar y purificar el Factor de Iniciacion 2 (IF2) de Escherichia coli
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Marcar fluorescentemente la proteina IF2ygsioc.

Caracterizar de las sefiales FRET a observar.

Caracterizar el efecto de los complejos IF2-aptamero en la interaccion de

ligandos de los componentes de los complejos de pre-iniciacién e iniciacion 30S y

70S, mediante parametros cinéticos in vitro.
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Il.  MARCO TEORICO

2.1 Aptameros

Los aptameros son secuencias cortas de acidos nucleicos de una sola hebra (35-
100 nucleotidos de DNA o RNA) y se generan mediante un proceso in vitro llamado
SELEX (Systematic Evolution of Ligands by EXponential enrichment), basado en
su capacidad de union a multiples targets debido a la conformacion tridimensional

que adoptan al plegarse (Bayat et al., 2018; Famulok & Mayer, 2011).

La palabra aptamero viene del latin aptus que significa adapta y del griego
meros, que significa parte de una region (Nimjee et al., 2017). Los aptdmeros se
pueden unir a proteinas, péptidos, nucleétidos, lipidos, antibidticos, toxinas,
nanoparticulas e inclusive células, con gran afinidad y especificidad (Adachi &
Nakamura, 2019; Ashrafuzzaman, 2014; Bayat et al., 2018). Esta capacidad que
tienen de actuar como ligandos de muchas moléculas (e incluso receptores de
pequefias moléculas) los ha hecho referirse a si mismos como los “nuevos
anticuerpos” o “anticuerpos quimicos” (Bayat et al., 2018; Darmostuk et al., 2015;
Famulok & Mayer, 2011), ademas, numerosos estudios han demostrado bastantes
ventajas para el uso clinico y de investigacion de aptameros frente al de los
anticuerpos. Respecto del tamafo, los aptameros son significativamente mas
pequefios que los anticuerpos (8-25 frente a ~ 155 kDa de los anticuerpos de clase

G), lo que en algunos casos facilita la penetracion tisular (Hicke & Stephens, 2000).
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Asimismo, se sabe que los anticuerpos tienen una vida util limitada y son sensibles a
la temperatura y a la desnaturalizacidon, siendo este un proceso irreversible (Keefe et
al., 2010). En cambio, los aptdmeros son estructuralmente estables en una amplio
rango de temperaturas y condiciones de almacenamiento (Ashrafuzzaman, 2014).
Pueden desnaturalizarse a temperaturas extremas, pero el proceso es reversible, de
tal manera que en cuestion de minutos pueden regenerar su estructura terciaria Gnica,
y tienen una vida atil mas larga (Ashrafuzzaman, 2014; Keefe et al., 2010). Ademas,
los aptdmeros se pueden sintetizar quimicamente y son altamente reproducibles en
diferentes lotes, lo que no sucede con los trabajosos sistemas de produccion de
anticuerpos que son caros Yy requieren de animales o células; por tanto, es un proceso
relativamente mas sencillo, fiable y economico (Hicke & Stephens, 2000;
Zeninskaya et al.,, 2016). Adicionalmente, los aptameros pueden presentar
modificaciones quimicas para modular su perfil farmacocinético. Esto le da ciertas
ventajas, por ejemplo, el DNA y RNA es susceptible a nucleasas endégenas (Adachi
& Nakamura, 2019; Nimjee et al., 2017). Una modificacion quimica en la estructura
primaria de esos oligonucleotidos podria protegerlos de degradacion dentro de la
célula. Asimismo, también podrian brindarle mayor estabilidad y establecer nuevas
interacciones con las moléculas target. Por ejemplo, los aptdmeros son moléculas con
carga negativa y, por tanto, seria muy dificil aislar aptameros que se unan a proteinas
cargadas negativamente. El agregar grupos funcionales a la secuencia nucleotidica
como si fuesen cadenas laterales de aminoacidos, aumentan la diversidad quimica de
los aptameros y, por ende, su capacidad de unién a un mayor rango de moléculas
(Adachi & Nakamura, 2019; Gold et al., 2010; Rohloff et al., 2014). Por el contrario,

si se desea eliminar rapidamente los aptdmeros del organismo, se desarrolld un
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antidoto basado en el emparejamiento de bases de Watson-Crick impidiendo que

inhiba su proteina diana (Rusconi et al., 2004). Todas estas propiedades hacen de los

aptameros herramientas atractivas para su uso como agentes terapéuticos contra

distintas enfermedades e incluso para diagndstico.

Comparacion entre aptameros y anticuerpos.

Caracteristica

Aptameros

Anticuerpos

Especificidad y afinidad Alto, pico a nanomolar Alto, pico a nanomolar
Peso molecular 8-25 kDa ~ 155 kDa
Penetracion de la barrera +++, debido a menor
+
tisular tamafio
o +++, incluso con anticuerpos
Inmunogenicidad - )
humanizados

Termoestabilidad ++ -

Potencial de modificacion

Facil, ilimitado

Dificil, limitado

Fabricacion Sintesis quimica Sistemas de células de mamiferos
Variacion entre lotes Baja Alta
Tiempo de produccion Horas Dias a meses
Costo de produccién $ $$$

Rango de dianas

Moléculas proteicas y

no-protéicas

Limitado a proteinas

inmunogénicas

Nota: Adaptado de Sun & Zu, 2015

Actualmente, se utilizan aptameros en la biomedicina y nanotecnologia como

biosensores, biomarcadores de diagndstico, plataformas de diagnéstico, farmacos y

moléculas transportadoras de farmacos (Adachi & Nakamura, 2019; Ashrafuzzaman,

2014; Joseph et al., 2019; Maasch et al., 2008; Nimjee et al., 2017; Yan & Levy,

2018; Zeninskaya et al., 2016; Zhou & Rossi, 2017). Una de las direcciones mas

importantes en el desarrollo de los aptdmeros es la creacion de moléculas
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terapéuticas. Inclusive, varios de ellos ya se encuentran en desarrollo clinico en

etapas de ensayo de fase Il o Il1; y, a la fecha, s6lo un aptamero ya ha sido aprobado

por la FDA para su uso comercial como farmaco (Nimjee et al., 2017; Ozalp et al.,

2013). Se trata de de pregaptanib (Macugen® de Pfizer, USA), una droga para el

tratamiento de la degenercion macular asociada a la edad (Eugene et al., 2006).

Ejemplos de aptameros en desarrollo clinico o aprobados. (Fuente:
http://www.clinicaltrials.qov)
) Enfermedad o Fase .
Aptamero o Target o Referencia
condicion clinica
Degeneracion Factor C5 del
_ ) (Sundaram et al.,
ARC1905 | macular asociada a sistema de I
2013)
edad complemento
Factor B de
Degeneracion crecimiento _
_ ) I, 1, (Tolentino et al.,
E10030 | macular asociada a derivado de
i 2015)
edad plaquetas
(PDGF-B)
Degeneracion Factor de
macular causada crecimiento )
EYEOQO01 ] 1,11 (Martin et al., 2002)
por enfermedad de endotelial
Hippel-Lindau vascular (VEGF)
Sindrome coronario
agudo, Enfermedad Factor de )
REG1 ) » I, 11 (Rusconi et al., 2002)
de la arteria coagulacion IXa
coronaria
S (Stuart et al., 2009;
Leucemia mieloide ) ) )
AS1411 nucleolina I Yazdian-Robati et al.,

aguda

2020)
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http://www.clinicaltrials.gov/

Enfermedades

inflamatorias

Proteina

quimiotactica de

NOX-E36 o ] ) I, 1 (Maasch et al., 2008)
cronicas, Diabetes monocitos 1
Mellitus tipo 2 (MCP-1)
] Factor 1 derivado )
Leucemia (Hoellenriegel et al.,
NOX-Al12 | | ) ) del estroma I, 11
linfocitica cronica 2014)
(SDF-1)
Enfermedad de von o
_ Dominio Al del
Willebrand, _
] factor von (Jilma-Stohlawetz et
ARC1779 Plrpura ) I
. Willebrand al., 2011)
trombocitopénica
Ny (VWF)
trombotica (TTP)
Inhibidor de la
BAX499 Hemofilia via del factor I (Parunov et al., 2014)
tisular (TFPI)
Enfermedad del _ .
NU172 ) Trombina I (Troisi et al., 2018)
corazon
Dominio Al del
Enfermedad de von )
) factor von (Kovacevic et al.,
BT200 Willebrand, ] I
o Willebrand 2020)
Hemofilia A
(VWF)

Debido a la propagacion de bacterias patdgenas resistentes a farmacos

medicinales y las dificultades a las que se enfrentan los desarrolladores de nuevos

antibidticos basados en bibliotecas de naturaleza organica, se debe realizar una

busqueda constante de farmacos alternativos a partir de los cuales se puedan crear

farmacos antibacterianos eficaces (Zeninskaya et al., 2016). Los principales

objetivos en los cuales se desarrollan aptameros antibacterianos incluyen: 1)

interrupcién del metabolismo del patdgeno; 2) estimulacién de la respuesta inmune
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de la células del huésped hacia un tipo especifico de bacteria; 3) blogueo de la
actividad invasiva de los microorganismos en relacion a las células huésped; 4)
inhibicion de la accion de toxinas y otros factores de virulencia (Ozalp et al., 2013).
Al dia de hoy, se han reportado méas de 60 aptameros antimicrobianos para diversos
propdsitos (Hamula et al., 2011; Ozalp et al., 2013). Segun la literatura revisada, atin
no se registran aptameros dirigidos a los factores de iniciacion de la traduccién

bacteriana.

De esta manera, en el presente proyecto de tesis se plantea utilizar aptdmeros de
DNA especificos para el factor IF2. Estos aptdmeros podrian modificar las funciones
de IF2 que son esenciales para la fase de iniciacion de la sintesis proteica y seria el

primer paso de estudio para la obtencion de un potencial antibidtico.

2.2 Iniciacion de la traduccion

La expresion de los genes es un proceso vital que conlleva a la sintesis de
proteinas. Comienza con la transcripcion del DNA de un gen en una sola cadena
complementaria de ARN mensajero (MRNA) y prosigue con la traduccion de dicha
secuencia codificante mediante la incorporacion de aminoacidos; finalizando con la

proteina respectiva plegada e inclusive, algunas veces, modificada (Londei, 2015).

Tanto en organismos procariotas como eucariotas, la traduccion comprende 4

fases: iniciacion, elongacidn, terminacion y reciclaje. Sin embargo, en procariotas es
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un proceso menos complejo y con un nimero mas reducido de moléculas implicadas

(Kozak, 1999; Rodnina, 2018).

El contexto de este proyecto se sitla en la fase de iniciacion de la traduccion
bacteriana. En la que se orquestan una serie de pasos en donde estan involucrados las
subunidades 30S y 50S del ribosoma, los 3 factores de iniciacion (IFs), el ARN
mensajero (MRNA) y el ARN de transferencia de iniciacion cargando formil
metionina (fMet-tRNA™¢t o tRNAI), en un proceso dependiente de GTP y, mediante

el cual, todos protagonizan la formacion de fases o complejos intermedios.

L d (1) ) 3
eyendd Met-tRNAMe! Reiiw;ucuimiem
IF1 o tRNAI | IFs mRNA el codén 50S
IF3 .39 D w0s >_. Ny — \
30, IFs
MRNA S & %08 30S-IFs 30S PIC 30sic 708 IC

Esquema de las fases més importantes de la iniciacion de la traducciéon bacteriana.
Formacion del complejo 30S:-1Fs: (1) Asociacion de los IFs en la subunidad 30S. Formacion
del 30S PIC: (2) Asociacion del mRNA (despliegue y escaneo del mRNA, interaccién estable
de la interaccion SD-aSD, re-arreglos de la subunidad 30S) y reclutamiento del fMet-tRNA™et
(tRNAI). Formacion del 30S IC: (3) Reconocimiento del coddn de iniciacion por el tRNAI.
Formacion del 70S IC: (4) Asociacién de la subunidad 50S vy disociacion de los IFs.

Cuando llega la subunidad 30S, a ella se unen el mMRNA vy los IFs junto con el
tRNAI (en el sitio P del 30S) formando el complejo de PRE-iniciacion 30S (30S
PIC). Una vez que se emparejan las bases del codon y anticoddn de iniciacion, se
forma el complejo de iniciacion 30S (30S IC). Luego llega la subunidad 50S

formando el complejo de PRE-iniciacion 70S (70S PIC) y es recién cuando IF2 que

tiene actividad GTPasa, hidroliza el GTP, los IFs se disocian y se forma el complejo
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de iniciacion 70S (70S IC), el cual madurara en el complejo competente de

elongacion 70S (70S EC) al liberarse 1IF2 (Milon & Rodnina, 2012).

2.3 Factor de Iniciacion 2 (1F2)

IF2 es la molécula mas grande de los Factores de Iniciacion. Esta codificado por
el gen infB que ese encuentra en el operdn policistronico nusA. Existen 3 isoformas
del factor llamadas IF2a de 97.3 kDa, IF2 de 79.7 kDa e IF2y de 78.8 kDa (segln
otra nomenclatura también se les llama IF2-1, IF2-2 e 1F2-3) (Laursen et al., 2005).
Estas isoformas son sintetizadas por tres codones de inicio independientes (AUG-1,
GUG-158 y AUG-165) dentro del mismo marco de lectura (traduccion en tandem)
(Nyengaard et al., 1991), y se requiere de la presencia de todas para el crecimiento
optimo de E. coli, pues se ha demostrado que en estas condiciones las isoformas mas

pequefias estan cerca del nivel de IF2a (Sacerdot et al., 1992).

IF2 consiste de tres segmentos caracteristicos: una regién N-terminal
notablemente variable entre especies, y los segmentos central y C-terminal bastante
conservados, mostrando un alto grado de homologia no solo entre bacterias, sino
también en sus homdlogos alF5B y elF5B, pertenecientes a arqueobacterias y
eucariotas respectivamente (Laursen et al., 2005; Roll-Mecak et al., 2000). Se han
designado varias denominaciones a los dominios que lo conforman segun
preferencias por los distintos grupos de estudio (Gualerzi et al., 1991; Mortensen et
al., 1998; Roll-Mecak et al., 2000). En este estudio se utilizara la nomenclatura

sugerida por Gualerzi. et al.
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NTD

890

Estructura primariay diagrama de cintas de IF2. (A) Representacion esquematica de la estructura
primaria de IF2 de E. coli, indicando los dominios en diferentes colores y sus tamarfios respectivos. Se
muestra el diagrama de cintas de la estructura de IF2 de E. coli (c6digo PDB 607K) manteniendo los
mismos colores de la estructura primaria. A la izquierda se presentan sus homologos Arquea y
Eucariota: alF5B (PDB: 1G7T) y elF5B (PDB: 4N3N). (B) Comparacion del tamafio de la estructura
primaria de IF2 de E. coli (isoformas a, B, y) y de otras bacterias seleccionadas. Se observa variacion
en laregion NTD y una region CTD altamente conservada. Abreviaciones: Eco, Escherichia coli; Gst,
Geobacillus stearothermophilus; Pae, Pseudomonas aeruginosa; Sau, Staphylococcus aureus; Mth,

el L e = =

¥

conserved region

Methanothermobacter thermautotrophicus; Cth, Chaetomium thermophilum.

Nomenclatura de los dominios que conforman IF2.

Nomenclatura | afo

Designacion de los dominios

Roll-Mecak | 2000 - di [ dit | dir | div
Gualerzi 1991 | N1 | N2 | G1 C2
Mortensen 1998 | | T 10 V | VI-1] VI-2

Unidn a 30S GTP | 30S tRNA
1 | 158 | 290 559
Aminoacidos - - - -
157 | 289 | 389 671

1 Eco IF2a
1 Eco IF2P
1 Eco [F2y
1 Gst IF2
1 Pae IF2
1 Sau IF2
J
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I11. ANTECEDENTES

3.1 Factor de Iniciacion 2 en la iniciacién de la traduccion

IF2 tiene varias funciones en el marco de la traduccion bacteriana: recluta el
tRNAI, promueve el emparejamiento de bases coddn-anticodén entre el MRNA vy el
tRNAI, facilita la unién de la subunidad 50S al 30S IC (dependiente de tRNAI), tiene
actividad GTPasa y permite la maduracién del 70S IC en 70S EC (Gualerzi et al.,
2010; Milon et al., 2010; Milén & Rodnina, 2012). Se han realizado mdltiples
estudios acerca de la estructura, dindmica y funcién especificas de los dominios que
conforman IF2. Sin embargo, esta materia de estudio todavia no estd completamente

resuelta.

Se sabe que el dominio N no interactia mucho con otras regiones de IF2, siendo
una estructura independiente y bastante flexible en la zona que se conecta con el
siguiente segmento C-terminal (Laursen et al., 2004). Sin embargo, se demostré que
IF2 se ancla fuertemente a la subunidad 30S del ribosoma a través del dominio N2,
permitiendo su union incluso en ausencia de IF1, GTP y tRNAI (Caserta et al., 2006).
Al ser una region de secuencia y tamafio tan variable, se sugiere que probablemente
esta zona tenga alguna funcion reguladora especifica de la especie, pero no
relacionada a la traduccion, pues se ha probado que deleciones del dominio N no
interfieren con las funciones centrales de 1F2 en la traduccidn, lo que si ocurre con

deleciones internas (Caserta et al., 2006; Gualerzi & Pon, 1990).
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La region central G es la mas conservada. G2 contiene todos los elementos
estructurales responsables de la unién de los nucleotidos de guanina y la hidrolisis de
GTP (Gualerzi & Pon, 2015). G3 se une a la subunidad 30S del ribosoma, aunque
con baja afinidad (Caserta et al., 2006; Julian et al., 2011). No se ha esclarecido aun
alguna funcidn concreta para el dominio G3, pero se ha demostrado que existe una
comunicacion armonica con el dominio G2 y serian responsables de interacciones
funcionales alostéricas permitiendo rearreglos actuando como una bisagra durante la
transicion 30S IC a 70S IC y, por tanto, también de la union de IF2 con la subunidad

50S del ribosoma (Caserta et al., 2010; C. Gualerzi & Pon, 2015; Milon et al., 2006).

La region C-terminal esta constituida por 2 dominios. Hasta la fecha no se le ha
atribuido alguna funcion especifica a C1, pero recientemente se ha hallado que la
unioén especifica de GTP al dominio G2 estd comunicada alostéricamente al dominio
C1, resultando en un reposicionamiento del dominio C2 mas cercano al sitio P de la
subunidad menor del ribosoma, sugiriendo que este dominio puede ser objetivo del
desarrollo de nuevos antibidticos (Caban et al., 2017). Por otro lado, se ha
demostrado que C2 contiene el completo sitio activo de IF2 responsable del

reconocimiento y union del tRNAI (Spurio et al., 2000).

3.2 Aptameros para el Factor de Iniciacion 2
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Segun la literatura revisada, actualmente ain no se tienen aptameros dirigidos a
IF2. Sin embargo, estudios recientes incluyeron en su metodologia la seleccion de
aptameros para IF2, tanto para la molécula completa IF2a, como para el dominio C2
de IF2 (resultados no publicados del Laboratorio de Biomoléculas). Brevemente, Se
uso la tecnologia SELEX (Stoltenburg et al., 2007) para seleccionar las secuencias
de nucledtidos a partir de una biblioteca aleatoria de aproximadamente 10%°
secuencias de DNA de cadena simple. Esta metodologia esta constituida por un
proceso seriado de lavados que se realiz6 hacia beads magnéticos que contenian a la
proteina target IF2a o a su dominio C2 previamente incubados con la biblioteca de
secuencias de DNA, hasta quedarse con las secuencias mas fuertemente unidas a IF2.
Luego, estas se eluyeron, amplificaron y secuenciaron. Posteriormente, se realizaron
ensayos de Pull-down con estas secuencias candidatos a aptameros. Se marcaron
fluorescentemente y se incubaron con la proteina target IF2 inmovilizada en beads
magnéticos, permitiendo saber qué tan cualitativamente afines eran las secuencias
seleccionadas a IF2 a través de la lectura de fluorescencia. Se finaliz6 con una
seleccién cuantitativa usando Termoforesis a Microescala (MST), la cual permiti

obtener la constante de disociacién de los aptdmeros con respecto a IF2.

3.3 Métodos basados en FRET usando el Stopped-Flow

Estudios recientes han usado el sistema FRET mediante el aparato Stopped-Flow
para evaluar las cinéticas de moléculas en la formacion de complejos en tiempo real,
asi como también de posibles modificaciones intramoleculares durante la interaccion

de estas.

25



El laboratorio de Biomoléculas desarrollé un sistema FRET intramolecular entre
los dominios C y N-terminal (llevando la molécula quencher y fluoroforo,
respectivamente) de la molécula flexible IF3 (IF3pL) para monitorear en tiempo real
las perturbaciones que los antibioticos aminoglucosidos estreptomicina y kanamicina
generan en los sitios de union de IF3 a la plataforma de la subunidad 30S del
ribosoma (Chulluncuy et al., 2016). Al probar los limites de deteccion de la sefial de
IF3pL comprobaron que IF3 se posiciona en la plataforma del 30S, obteniendo una
conformacion extendida de sus dominios que desencadendé un aumento de
fluorescencia con un comportamiento bifasico: el primero bastante rapido (Kapp1 = 16
+ 1 s1), asociado al encuentro inicial de ambas moléculas (IF3pL-30S); seguido de
un cambio conformacional del factor (Kappz = 2  0.05 s*). También obtuvieron que,
al agregar IF1 al complejo IF3pL-30S, la fluorescencia disminuia, siendo asi que los
dominios de IF3 se cerraban en un periodo 75 veces més lento (Kapp = 0.26 £ 0.01 §°
1 que lo que ocurria en la reaccion anterior, significando la reacomodacion de uno
de los dominios de IF3 en la plataforma del 30S. Todos estos resultados de
caracterizacion de la sefial 1IF3pL estuvieron acorde con estudios previos de cinética
rapida respecto de la formacion de complejos y pre-complejos de la iniciacion de la
traduccion (Elvekrog & Gonzalez, 2013; Milon et al., 2007, 2010; Milén et al.,
2012). Sin embargo, los resultados de agregar estreptomicina y kanamicina al
complejo IF1-1F3pL-30S demostraron que la presencia de estos aminoglucosidos
revertia el efecto conformacional de IF3 producido por IF1 al llegar al complejo,

obteniendo una estructura abierta de los dominios de IF3 (Chulluncuy et al., 2016).

Posteriormente, se uso la misma molécula sefial 1IF3pL para evaluar como las

tetraciclinas podrian inhibir el proceso de iniciacion de la traduccién bacteriana,
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descubriendo una via alterna al conocido mecanismo inhibitorio de estas en la fase
de elongacidn en el que las tetraciclinas impiden la unién de los tRNA de elongacion
al ribosoma (Barrenechea et al., 2021). Indicaron que las tetraciclinas perturban el
correcto comportamiento de IF3 en el ribosoma 30S de forma alostérica, retrasan la
union de la subunidad 50S al 30S IC e incluso retienen a IF1 durante la formacion

del 70S IC, ralentizando la continuacion a la fase de elongacion.

Este tipo de métodos también permitié ilustrar el ciclo completo de IF3 en la
iniciacion de la traduccion, estudiando su comportamiento conformacional durante
la adicion de cada ligando involucrado en la formacion de un nuevo complejo o pre-
complejo de iniciacion e, incluso, comprobando la formacion de péptidos producto
de la fase de elongacion (Nakamoto et al., 2021). Demostraron que IF1 e IF2
promueven una conformacién compacta de IF3 y que su dominio C-terminal (IF3C)
se mueve hacia el sitio P del 30S, mientras que crea un bolsillo en el dominio N-
terminal (IF3N) para aceptar al tRNAI. Una vez unido, IF3N se reacomoda hacia la
plataforma y, cuando ocurre la decodificacion del codén del mRNA, IF3C se
desplaza lejos del sitio P. Finalmente, observaron que los dominios de IF3 se acercan

antes de disociarse del 70S IC.

Asimismo, estas técnicas también han permitido medir la cinética de las
interacciones aptamero-proteina en un Stopped-Flow, planteando el uso de
aptameros de DNA como sensores para la deteccion de Plasmodium falciparum
mediante su union al biomarcador HMGB1 (Joseph et al., 2019). Al marcar la
proteina HMGB1 y su andloga humana con un quencher, y los aptdmeros con una

pequefia sonda (fluoresceina) complementaria a su secuencia; obtuvieron la rapidez
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con la que se unieron los aptameros a su molécula blanco y comprobaron su

especificidad al no unirse a la proteina homéloga humana.

Otro estudio evalud el efecto del bloqueo especifico de IF3N en la iniciacion de
la traduccion usando aptdmeros afines a este dominio mediante la observacion de la
sefial producida por IF3pL (Sanchez, 2022). Sefalaron que el aptamero provoca la
reacomodacion de los dos dominios de IF3, indicando que IF3C detecta cambios
estructurales en IF3N. Ademaés, el complejo aptamero-IF3N perturbd los
movimientos de IF3 dependientes de IF2, mRNA y tRNA\I, retrasando el inicio de la
traduccion. Por otra parte, el uso de aptameros dirigidos a moléculas marcadas que
permiten su observacién en tiempo real mediante sistemas FRET, aportan una
novedosa herramienta para estudiar la funcién especifica de dominios de proteinas
que conforman complejos multiligando en diversos procesos bioldgicos (Sanchez,

2022).

\V2 HIPOTESIS

La union del aptamero de DNA (Apt3!!) dirigido al Factor de Iniciacion 2 (IF2) de

Escherichia coli perturba su funcion en la fase de iniciacion de la sintesis proteica.
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V. MATERIALES Y METODOS
5.1 Lugar de ejecucién
El presente trabajo de investigacion se realizo en el Laboratorio de Bioguimica
y Biofisica Aplicada, del Laboratorio de Biomoléculas del Centro de Investigacion
en Ciencias de la Salud de la Universidad Peruana de Ciencias Aplicadas (UPC); y

se redact6 en el Laboratorio de Biologia Molecular y Gendémica de la Facultad de

Ciencias Bioldgicas de la Universidad Ricardo Palma (URP).

5.2 Tipo y disefio de investigacion

Tipo y disefio de investigacion experimental in vitro e in silico.

5.3 Variables

Variable independiente: Aptamero de DNA dirigido al factor 1F2.
Variable dependiente: Parametros cinéticos de las reacciones dependientes de
IF2 durante la iniciacion de la sintesis de proteinas en presencia del aptamero (Apt3?)

de DNA.

5.4 Operacionalizacion de las variables
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Definicion de la Escala de

Variables Indicadores Instrumento
variable Medicion
Cuantitativa
) ) . continua de Docking
Aptamero de | Oligonucledtido Docking )
o ) razon molecular a
DNA dirigido | caracterizados por . )
o score numeérica en través de
al factor IF2 | su afinidad a IF2.
escala de software MOE
valor
Parametros o Espectrometria
Variacion de

cinéticos de las
reacciones
dependientes
de IF2 durante
la iniciacion de
la sintesis de
proteinas en
presencia del
aptamero
(Apt®'h) de
DNA

Ensamblaje y
progresion del
complejo
ribosomal de
iniciacion de la
traduccion del
MRNA

fluorescencia
del
fluoréforo
donador
resultante del
acercamiento
0 alejamiento
de los
fluor6foros

en el tiempo.

Cuantitativa
continua de
intervalo
(0.01 - 200

)

de fluorescencia
para medir
Transferencia de
energia de
resonancia de
Forster (FRET)
combinada con
mediciones de
flujo detenido
usando el

Stopped-Flow

5.5 Procedimiento

5.5.1 Prediccion de la estructura 3D del Apt3'!y del complejo IF2-Apt3!

5.5.1.1 Prediccién de la estructura 3D del Apt3!
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Los aptameros dirigidos a IF2 fueron previamente seleccionados (ver
Antecedentes) y donados por el Laboratorio de Biomoléculas del Centro de
Investigacion en Ciencias de la Salud de la UPC. Entre los aptameros
seleccionados para IF2 (Apt3t, Apt3t?, Apt®3, Apt®!, para IF2a; y Apt’t, Apt™4,
Apt’' Apt™!, para el dominio C2 de IF2) se escogi6 el aptdmero 311 (Apt3lh)
para este proyecto de investigacion por haber obtenido los mejores resultados de

afinidad cualitativa y cuantitativamente.

El modelado del Apt3!! se desarroll6 siguiendo lo descrito por Jeddi & Saiz
(2017). Se cambiaron las modificaciones quimicas por timidinas y se introdujo la
secuencia en el servidor RNAfold para predecir las estructuras secundarias del
Apt®H como secuencia de RNA. La estructura 2D en formato Vienna obtenida se
introdujo en el servidor RNA Composer para el modelado 3D de la misma,
escogiendo las siguientes condiciones del buffer: NaCl 140 mM, Mg 1 mM, a 25
°C. Al obtenerse la estructura 3D en formato PDB, se abrio el archivo en el
software Molecular Operation Environment (MOE; Chemical Computing Group
Inc.) y se revirtio la estructura de RNA a DNA. Se cambiaron los uracilos por
timinas y se modificaron los nucleétidos que correspondian manualmente. Luego,
se protond a 0.1 mol/L sal, 310 Ky pH 7.4; y, finalmente, se minimiz6 para aliviar

tensiones posibles producidas por todas las modificaciones hechas.

5.5.1.2 Prediccion de la interaccion 3D entre el Apt3te IF2
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Usando el software MOE, se abrio el mismo archivo PDB obtenido del
modelado del ligando Apt®'!, y sobre el mismo se abrié el archivo PDB del
receptor IF2 (s6lo disponible en su isoforma y) previamente obtenido del servidor
Protein Data Bank (codigo 607K) y separado del complejo de iniciacion usando
PyMOL (PyMOL Molecular Graphics System, Schrodinger, LLC). Se protonaron
ambas moléculas a las mismas condiciones: 0.1 mol/L sal, 310 Ky pH 7.4; y se
procedid a hacer el Docking Molecular para la obtencion de las posibles

interacciones 3D entre el Apt3!! e IF2.

5.5.2 Expresiony purificacion de proteinas recombinantes IF2a

5.5.2.1 Expresion analitica

En una placa de agar LB (50 pg/ml Kanamicina) se sembrd una cepa de E.
coli BL21 transformadas con el plasmido pET24a que contiene el gen InfB
(proteina IF2a) con una cola de histidinas en el extremo N terminal, obtenidas de
un cultivo stock de glicerol criopreservado. A partir de una colonia obtenida, se
destin6 una mitad a resembrarla en otra placa LB y la otra mitad se incub6 en
medio liquido LB (50 pug/ml Kanamicina) en agitacion constante de 150 RPM por
16 horas a 37 °C. Luego, se midié la densidad Optica (OD) de este cultivo por
absorbancia a 600 nm y se calcul6 el volumen necesario para resembrar este
cultivo en otro caldo LB fresco y hacer una segunda incubacion bajo las mismas
condiciones con un ODgoonm inicial de 0.05. Se hizo un seguimiento hasta obtener
un ODeoonm de 0.8, indicando que el cultivo se encuentre en la fase exponencial o
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logaritmica de crecimiento celular. EIl plasmido utilizado contiene el sistema
promotor T7 y el operon lac, por tanto, una vez llegado al ODegoonm de 0.8, se
indujo la expresion de la proteina deseada utilizando isopropil B-D-1-
tiogalactopirandsido (IPTG) 1mM. Se midi6 el ODsoonm cada hora después de la
induccion por 4 horas y se tomaron muestras de 200 pl para su posterior corrida

en gel de poliacrilamida.

Para verificar la expresion se corrié un gel por SDS-PAGE con las muestras
recolectadas a cada hora después de la induccion. Las muestras fueron
centrifugadas por 5 minutos a 5000 RPM, luego, se retird el sobrenadante teniendo
cuidado de no tocar el pellet de células y, finalmente, se resuspendio el pellet de
células en Sample Buffer 1X (SDS 10%, Glicerol 30%, Tris-HCI 250 mM pH 6.8,
Azul de Bromofenol 0.02%, B-Mercaptoetanol 5%) en un volumen calculado

mediante la siguiente férmula:

OD¢oonm * volumen retirado
VSB(lX) = 2

Donde el ODegoonm €s diferente en cada tiempo y el volumen retirado es

aproximadamente 200 pl de sobrenadante.

Las muestras se calentaron a 95 °C por 7 minutos y fueron cargadas en un gel
de poliacrilamida al 7.5% para correr a 100 V por 15 minutos Yy, luego, a 200 V

por 40 minutos.

Finalmente, el gel fue tefiido en Staining Solution (Azul de Coomassie R350
0.01% (p/v), Etanol 20%, Acido acético glacial 10%) por 20 minutos en agitacion

constante y posteriormente destefiido en Distaining Solution (Etanol 20%, Acido
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acetico glacial 10%) en agitacion constante, hasta obtener los resultados del gel
con una resolucién nitida y clara. Segun estos resultados, se decidié hacer una
expresion a mayor escala comenzando la recoleccién de células a la segunda hora

post induccién con IPTG.

5.5.2.2 Expresion preparativa

De la placa de agar LB (50 pg/ml Kanamicina) resembrada con la colonia de
E. coli BL21 transformada que se usé para la expresion analitica, se escogié una
colonia para incubarla en medio liquido LB (50 pg/ml Kanamicina) en agitacion
constante de 150 RPM por 16 horas a 37 °C. Luego, se midid la densidad éptica
(OD) de este cultivo por absorbancia a 600 nm y se calcul6 el volumen necesario
para resembrar este cultivo en 1.8 L de caldo LB y hacer una segunda incubacién
bajo las mismas condiciones con un ODegoonm inicial de 0.05. Se hizo un
seguimiento hasta obtener un ODeoonm de 0.8. Una vez alcanzado esto, se guardo
una muestra de 200 pl del cultivo y se indujo la expresion con IPTG 1mM. Se
midio el ODsoonm Cada hora después de la induccién por 2 horas y se tomaron
muestras de 200 ul para verificar la expresion mediante SDS-PAGE segun se

explico en el inciso anterior.

A partir de la segunda hora de induccion, se procedié a realizar la recoleccién
de células centrifugando el cultivo inducido a 5000 RPM por 5 minutos y
trabajando siempre en frio (4 °C). Se descartd el sobrenadante y se resuspendio en

Buffer HAKM<7 (HEPES 50 mM, NaCl 500 mM, MgCl, 7 mM, B-mercaptoetanol
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6 mM, pH 7.4). Luego, se centrifugd una vez mas a 5000 RPM por 10 minutos (4
°C) y se descarto el sobrenadante. Se peso el pellet de células y se le agreg6 3 ml
de Buffer Pre-Lisis (HAKM?- + Cdctel Inhibidor de Proteasas cOmplete™, Roche)
por cada gramo de pellet. Finalmente, se adiciond lisozima (100 pg/ml) y se

guardo a -80°C.

5.5.2.3 Purificacién de proteina IF2a

Se descongel6 la solucién de células colocandola en hielo para proceder con
el lisado de las células mediante el método freeze-thaw, que involucré dos ciclos
de congelar (-80 °C) y descongelar (4 °C). En la dltima descongelacion se le
adicion6 DNasa I (40 pug/ml) a la solucion. A continuacion, se centrifugo el lisado
a 9000 RPM por 45 minutos a 4 °C. Acto seguido, se retir6 el sobrenadante y se
paso por un filtro de 0,45 um. Los siguientes pasos se trabajaron en su totalidad a

4°C.

El filtrado se inyectd lentamente en una columna de cromatografia por
afinidad HisTrap™ FF Crude (Cytiva) de 5 ml de volumen de columna (CV) que
contiene Niquel inmovilizado, pre-equilibrada con His-binding Buffer (HEPES
20 mM, NaCl 700 mM, B-mercaptoetanol 6 mM, pH 7.4). Luego, la columna se
lavé con 5 CVs de Wash Buffer 1 (HEPES 20mM, NaCl 100 mM, Imidazol 10
mM, B-mercaptoetanol 6 mM, pH 7.4) y, luego se lavé con 5 CVs de Wash Buffer
2 (HEPES 20mM, NaCl 100 mM, Imidazol 50 mM, B-Mercaptoetanol 6mM, pH

7.4). Finalmente, se eluyd la proteina con Elution Buffer (HEPES 20 mM, NaCl
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100 mM, Imidazol 300 mM, B-mercaptoetanol 6 mM, pH 7.4) en 20 fracciones de
1 ml y se guardaron las fracciones eluidas en hielo. Se escogieron las fracciones
eluidas con mayor cantidad y pureza de proteina IF2a a través del resultado de un
gel donde se corrieron las muestras obtenidas de la cromatografia por SDS-PAGE
(manteniendo las mismas condiciones anteriormente mencionadas), se
concentraron usando filtros para centrifuga Amicone Ultra 50K Da (Merck) y se
dializaron en Buffer A (HEPES 20 mM, NaCl 100 mM, B-mercaptoetanol 6 mM,

pH 7.1) por 16 horas en un D-Tube™ Dialyzer Maxi 12-14 kDa (EMD Millipore).

La dialisis se pasé por una columna de intercambio iénico Capto™ Q (Cytiva)
y se eluyd mediante una gradiente de buffer de alta sal, denominado Buffer B
(HEPES 20 mM, NaCl 1 M, B-mercaptoetanol 6 mM, pH 7.1) en el sistema HPLC
(Jasco). Se escogieron las fracciones que contenian a la proteina IF2a
separandolas en dos lotes, luego se dializaron en Storage Buffer (HEPES 50 mM,
NH4Cl 200 mM, Glicerol 10%, B-mercaptoetanol 6 mM, pH 7.1) por 16 horas.
Finalmente, la proteina dializada se cuantificé por Bradford y analizando el gel de
poliacrilamida 10% por SDS-PAGE utilizando el software ImageJ (NIH), ambas

cuantificaciones emplearon una curva patron de BSA (Figura 1).

5.5.3 Expresion y purificacion de IF2ywt e IF2ycsioc

5.5.3.1 Expresion analitica de IF2yw: e IF2ycsioc
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Se obtuvieron los plasmidos pProEX-HTb conteniendo copias clonadas de
IF2y-wild type (IF2yw) ¢ IF2y con una mutacion en el dominio C2, posicion
G810C (IF2yes1oc), donados gentilmente por el Laboratorio del Dr. Gonzalez
(Columbia University) (Caban et al., 2017). Se transformaron los plasmidos en
células E. coli BL21 usando el Kit de Transformacion Mix & Go! (ZYMO
Research). Las colonias resultantes se resembraron en placa de agar LB
(Ampicilina 100 pg/ml + Cloranfenicol 20 pg/ml) y se comprobo la presencia del
plasmido por PCR de colonia usando primers de la secuencia promotor y
terminador del plasmido pProEX-HTb, asi como también primers forward y
reverse con la mutacion sitio-dirigida G810C (Tabla 2 y 3) para asegurar la

presencia del plasmido y el contenido de este.

Las colonias obtenidas se cultivaron en medio liquido LB (Ampicilina 100
pg/ml + Cloranfenicol 20 pg/ml) en agitacion constante de 150 RPM por 16 horas
a 37 °C. Luego, se midié la absorbancia a 600 nm del cultivo y se calculé el
volumen necesario para resembrar este cultivo en otro caldo LB fresco y hacer
una segunda incubacion bajo las mismas condiciones con un ODgoonm inicial de
0.05. Se hizo un seguimiento hasta obtener un ODgoonm de 0.8 y se indujo la
expresion de la proteina deseada utilizando IPTG 1mM. Se midié el ODgoonm cada
hora después de la induccion por 4 horas y se tomaron muestras de 200 ul para su

posterior corrida en gel de poliacrilamida.

Para verificar la expresion se corrié un gel por SDS-PAGE con las muestras
recolectadas a cada hora después de la induccion (Figura 2), segun el protocolo

mencionado en la seccion de Procedimientos 5.5.2.1.

37



Segun estos resultados, se decidid hacer una expresion a mayor escala

comenzando la recoleccion de células a la segunda hora post induccion.

5.5.3.2 Expresion preparativa de IF2ywt e IF2ycsioc

De la placa de agar LB resembrada con la colonia de E. coli BL21
transformada que se uso para la expresion analitica, se escogié una colonia para
incubarla en medio liquido LB (Ampicilina 100 pg/ml + Cloranfenicol 20 pg/ml)
en agitacion constante de 150 RPM por 16 horas a 37 °C. Luego, se midio la
absorbancia a 600 nm y se calcul6 el volumen necesario para resembrar este
cultivo en 2 L de caldo LB y hacer una segunda incubacion bajo las mismas
condiciones con un ODgoonm inicial de 0.05. Se hizo un seguimiento hasta obtener
un ODsoonm de 0.8. Una vez alcanzado esto, se guardd una muestra de 200 pl del
cultivo en hielo y se indujo la expresion con IPTG 1mM. Se midié el ODgoonm
cada hora después de la induccion por 2 horas y se tomaron muestras de 200 pl
para verificar la expresion mediante SDS-PAGE (Figura 3) segun el protocolo

mencionado en la seccion de Procedimientos 5.5.2.1.

A partir de la segunda hora de induccion, se procedié a realizar la recoleccién
de células centrifugando el cultivo inducido a 5000 RPM por 5 minutos y
trabajando siempre en frio (4 °C). Se descartd el sobrenadante y se resuspendio en
TF Buffer A (Tris-HClI 20 mM, NaCl 300 mM, Imidazol 10 mM, B-
mercaptoetanol 2 mM, pH 7.3). Luego, se centrifugé una vez mas a 5000 RPM

por 10 minutos (4 °C) y se descarté el sobrenadante. Se peso el pellet de células y
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se le agregd 3 ml de TF Buffer A por cada gramo de pellet. A continuacion, se
adiciono lisozima (100 pg/ml) y PMSF (170 pg/ml); finalmente, se guardé a -80

°C.

5.5.3.3 Purificacion de TF2ywt e IF2ycsioc

Se descongel6 la solucidn de células colocandola en hielo para proceder con
el lisado de las células mediante el método freeze-thaw, que involucrd tres ciclos
de congelar (-80 °C) y descongelar (4 °C). En la Gltima descongelacion se le
adicion6 DNasa | (40 pg/ml) a la solucion. A continuacion, se centrifugd el lisado
a 9500 RPM por 45 minutos a 4 °C. Acto seguido, se retir6 el sobrenadante y se
paso por un filtro de 0,45 um. Los siguientes pasos se trabajaron en su totalidad a

4°C.

El filtrado se introdujo lentamente en una columna de cromatografia por
afinidad HisTrap™ FF Crude (Cytiva) de 5 ml de volumen de columna (CV) que
contiene Niquel inmovilizado, pre-equilibrada con TF Buffer A. Luego, la
columna se lavé con 2 CVs de TF Buffer A. Después, se lavo la columna con 5
CVs de TF Buffer B (Tris-HCI 20 mM, NaCl 300 mM, Imidazol 30 mM, B-
mercaptoetanol 2 mM, pH 7.3). A continuacion, se lavé la columna con 5 CVs de
TF Buffer C-2 (Tris-HClI 20 mM, NaCl 500 mM, Imidazol 10 mM, B-
mercaptoetanol 2 mM, pH 7.3). Finalmente, se eluyd la proteina con TF Buffer C-
3 (Tris-HCI 20 mM, NaCl 200 mM, Imidazol 250 mM, -mercaptoetanol 2 mM,
pH 7.3) en 20 fracciones de 1 ml y se guardaron en hielo. Se extrajeron muestras
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de 20 ul de cada fraccion eluida y se les agregd 20 pl de Sample Buffer 2X (SB
2X) para correrlas en un gel de poliacrilamida 10 o 7.5% por SDS PAGE (Figura
4 y 5, respectivamente). Segun el resultado del gel, se escogieron las fracciones
eluidas con mayor cantidad de proteina IF2 y se concentraron las fracciones
usando filtros para centrifuga Amicon® Ultra 50K Da (Merck). Luego, se
dializaron en IF2y Buffer IEX1 (Tris-HCI 40 mM, NaCl 30 mM, NH4Cl 40 mM,
MgCl2 5 mM, B-mercaptoetanol 2 mM, pH 7.3) + Glicerol 10%, por 16 horas en

un D-Tube™ Dialyzer Maxi 12-14 kDa (EMD Millipore).

Debido a que ambas proteinas clonadas en el plasmido contenian una cola de
histidina + 5 aminoacidos aleatorios extra en el extremo N-terminal separados de
la proteina IF2y por un sitio de corte para la proteasa TEV (Caban et al., 2017), se
expresd y purificd TEV segun el protocolo detallado en Mendoza-Rojas et al.
(2021), para purificar la proteina IF2y sin los aminoacidos afiadidos. Se midio la
concentracion de las proteinas dializadas a través de su coeficiente de extincion
27.390 M*cm? por absorbancia a 280 nm en el Nanodrop One (Thermo
Scientific) y se guard6 a -80 °C, dejando una muestra de 200 pl para realizar

ensayos analiticos de corte con la proteasa TEV.

Se realizd un primer ensayo analitico para hallar la relacion Proteasa
TEV:IF2y necesaria para cortar 0.25 pg/pl de IF2y en el buffer de corte IF2y
Buffer D (Tris-HCI 50 mM, KCI 50 mM, Triton X-100 0.1%, B-mercaptoetanol 2
mM, pH 7.3) por 12 horas a 4 °C (Figura 6), escogiendo trabajar con la relacion
1:20. Luego, se realizé un segundo ensayo analitico para hallar el tiempo adecuado

de corte para 0.25 pg/ul de IF2 en la misma relacion proteasa TEV:IF2y (1:20) a
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4 °C (Figura 7). El ensayo sugirié realizar la reaccion por mas de 12 horas,
teniendo una certeza de corte del 100% a las 24 horas. Finalmente, en un tercer
ensayo analitico de corte con la proteasa TEV, se compararon diferentes
concentraciones de IF2y en la misma relacion 1:20 (Figura 8) a 4 °C. Los
resultados demostraron que la proteasa TEV producida en el laboratorio tiene
buena actividad en todo momento y sugieren utilizar mayores concentraciones de

sustrato para disminuir el tiempo de reaccion.

Se procedid con el ensayo de corte para [F2y con la proteasa TEV a mayor
escala usando toda la proteina IF2y, previamente purificada (ambas: [F2ywt,
IF2yes10c) con la primera columna, a una concentracion de 0.5 mg/ml usando el
mismo buffer de corte (IF2y Buffer D) y en relacion 1:20 (proteasa TEV: IF2y)
por 12 horas a 4 °C. La reaccion de corte se carg6 en una columna de intercambio
catiénico HiTrap™ Capto™ SP ImpRes (Cytiva) de 1 ml de volumen de columna
(CV), pre-equilibrada con buffer de baja sal IF2y Buffer IEX1 (Tris-HCI 40 mM,
NaCl 30 mM, NH4Cl 40 mM, MgCl. 5 mM, B-mercaptoetanol 2 mM, pH 7.3),
mediante FPLC usando el equipo AKTA™ Start Protein Purification System
(Cytiva). Se lavd la columna con 20 ml de buffer de baja sal (IF2y Buffer IEX1)
y se eluyo con buffer de alta sal IF2y Buffer IEX2 (Tris-HCI 40 mM, NaCl 750
mM, NH:Cl 40 mM, MgCl, 5 mM, B-mercaptoetanol 2 mM, pH 7.3) en una
gradiente de 0% a 100% en 30 CV. Se colectaron fracciones de 1 ml trabajando
siempre en frio (a 4°C) y se corrieron en un gel de poliacrilamida 7.5% mediante
SDS-PAGE (Figura 9 y 10). Se escogieron las fracciones que contenian a las
proteinas IF2ywt ¢ IF2ycgioc considerando cantidad y pureza, y se concentraron

usando los filtros para centrifuga Amicon® Ultra 50K Da (Merck). Luego, IF2ywt
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se dializo en Storage Buffer (Tris-HCI 25 mM, NH4Cl 200 mM, glicerol 10%, f-
mercaptoetanol 6 mM, pH 7.1) mientras que IF2ygsioc Se dializd en Labeling
Buffer (Tris-HCI 20 mM, NH4Cl 100 mM, glicerol 5%, pH 7.1), ambos por 16
horas en un D-Tube™ Dialyzer Maxi 12-14 kDa (EMD Millipore). Luego, se
centrifugaron ambas proteinas dializadas a 9500 RPM por 15 minutos a 4 °C.
Finalmente, se cuantificd el sobrenadante de cada dialisis por Bradford empleando
una curva patron de BSA. Ademas, la proteina IF2yw se cuantificO mediante
analisis de gel de poliacrilamida (10%) por SDS-PAGE usando el software ImageJ

(NIH) (Figura 11). Ambas proteinas purificadas se guardaron a -80 °C.

5.5.4 Marcacion fluorescente de IF2ycsioc

Se incubd IF2ygsioc 30 UM con TCEP 300 pM a temperatura ambiente por 30
minutos para reducir completamente cualquier enlace disulfuro en IF2ygsioc.
Posteriormente, se afiadid una solucién de ATTO 540Q maleimide (ATTO-TEC)
10 mM (diluido en DMSQ) hasta obtener una concentracion final de 300 uM del
mismo en la mezcla. A continuacidn, se mezclo bien la reaccion y se incub6 a 4 °C

por 16 horas en completa oscuridad.

Luego, se diluyd la mezcla en buffer de baja sal, IF2y Buffer IEX1, hasta
alcanzar un volumen de 10 ml para detener la reaccién de marcado por la presencia
de B-mercaptoetanol en el buffer. La solucion se carg6 en una columna de
intercambio i6nico HiTrap™ Capto™ SP ImpRes (Cytiva) de 1 ml de volumen de
columna (CV), pre-equilibrada con 5 CVs de buffer de baja sal (IF2y Buffer IEX1),
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trabajando siempre a oscuras y en frio (4 °C). Se lavo la columna cargada con 10
CVs de buffer de baja sal (IF2y Buffer IEX1) y se eluyo la proteina marcada usando
buffer de alta sal (IF2y Buffer IEX2) hasta observar la completa elucion de
moléculas fluorescentes de la columna. Se colectaron muestras de 10 pl del proceso
de marcacion antes, durante y después de la columna, mezcladas con 10 pl de
Sample Buffer 2X (SB 2X), para correrlas en un gel por SDS-PAGE (Figura 12);
la muestra del eluido con mayor concentracién de proteina se obtuvo mezclando 1
pl de esta con 10 pl de Sample Buffer 1X (SB 1X). Las fracciones eluidas que
contenian a la proteina marcada con Quencher (Q) se dializaron inmediatamente en

Storage Buffer a 4 °C por 16 horas.

Finalmente, la proteina IF2ycgioc marcada con quencher, ahora IF2yq, se
cuantifico mediante Bradford y analisis de gel de poliacrilamida (10%) por SDS-
PAGE usando el software ImageJ (NIH), ambos usando una curva patréon de BSA
(Figura 13). Ademas, se midio la eficiencia de marcacién por absorbancia en el

Nanodrop One (Thermo Scientific) y, posteriormente, se guardo a -80°C.

5.5.5 Marcacion fluorescente de 1F3Ee1esc

Se incubd IF3gi66c 42 UM con TCEP 210 uM a 37 °C por 15 minutos en
agitacion constante (250 RPM). Posteriormente, se afiadio una solucion de Alexa
Fluor™ 488 C5-maleimide (Invitrogen) 20 mM (diluido en DMSO) hasta obtener
una concentracion final de 420 uM del mismo en la mezcla. A continuacion, se

incubd la mezcla a temperatura ambiente por 1 hora en un rotador.
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Luego, se detuvo la reaccion de marcacion afiadiendo buffer de baja sal IF3
Buffer BS (Tris-HCI 25 mM, NaCl 50 mM, B-mercaptoetanol 6 mM, pH 7.1) a la
mezcla hasta alcanzar un volumen de 10 ml, debido a la presencia de -
mercaptoetanol en el buffer. La solucién se cargd en una columna de intercambio
ionico HiTrap™ Capto™ SP ImpRes (Cytiva) de 1 ml, pre-equilibrada con buffer
de baja sal (IF3 Buffer BS), trabajando siempre a oscuras Yy en frio (4 °C). Se lavo
la columna cargada con 10 ml de buffer de baja sal (IF3 Buffer BS) y se eluy6 la
proteina marcada usando buffer de alta sal sal IF3 Buffer AS (Tris-HCI 25 mM,
NaCl 1 M, B-mercaptoetanol 6 mM, pH 7.1) hasta observar la completa elucion de
moléculas fluorescentes de la columna. Se colectaron muestras de 10 pl del proceso
de marcacion antes, durante y después de la columna, mezcladas con 10 pl de
Sample Buffer 2X, para correrlas en un gel por SDS-PAGE (Figura 14). Las
fracciones eluidas que contenian a la proteina marcada con Alexa488 se dializaron

inmediatamente en Storage Buffer a 4 °C por 16 horas.

Finalmente, la proteina fluorescente IF3gisec, ahora IF3Cp, se cuantifico
mediante analisis de gel de poliacrilamida (15%) por SDS-PAGE usando el
software ImageJ (NIH) y una curva patron de BSA (Figura 15) y se guardé a -80

°C.

5.5.6 Ensayos de cinética por FRET

Para los ensayos de cinética se utilizaron todas las moléculas involucradas en
los distintos complejos intermedios formados durante la fase de iniciacion de la
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traduccion (Subunidades 30S y 50S del ribosoma, Factores de Iniciacion IF1, IF2,
IF3, MRNA®YC®) tRNAI (fMet-tRNA™M®) GTP). Estas moléculas fueron donadas
por el Laboratorio de Biomoléculas del Centro de Investigacion en Ciencias de la
Salud de la UPC. Con respecto a las proteinas fluorescentes que componen cada par
FRET, se usaron moléculas marcadas con un fluoréforo donador y un aceptor

quencher segun lo detalla la siguiente tabla:

Molécula Descripcion

IF3 doblemente marcado (double-labeled). El fluor6foro donador
(Alexa Fluor™ 488 C5-maleimide) se encuentra en el dominio N-
terminal, en el aminoacido 65; y el fluoroforo aceptor (ATTO 540Q
maleimide) en el dominio C-terminal, en la posicion E166C.

IF3pL

IF3 marcado en el dominio C terminal con fluor6foro donador
IF3Cp (Alexa Fluor™ 488 C5-maleimide), en la posicion E166C (ver en
Resultados).

IF2 marcado en el dominio C terminal con fluor6foro aceptor
1F2yo (ATTO 540Q maleimide), en la posicion G810C (ver en
Resultados).

IF1 IF1 marcado en la posicion D5C con fluor6foro donador (Alexa
b Fluor™ 488 C5-maleimide).

BPY-tRNAi | fMet-tRNA™e marcado con fluoréforo donador BODIPY.

Apt®Hay Aptadmero 311 marcado con fluoresceina (flu).

Las mediciones de fluorescencia y cinética se hicieron a través del aparato
Stopped-Flow SX20 (Applied Photophysics), el cual mezclaba rapidamente iguales
volimenes de cada solucion reactante. La longitud de onda de excitacion para los
fluoréforos donadores (Alexa-488, BPY, Flu) fue de 470 nm, proporcionada por la
fuente poder de luz LED (Applied Photophysics). La sefial de emisién del donador
se midio a través del fotomultiplicador pasando por un filtro dptico de paso largo
con un corte de 515 nm. Todas las reacciones se desarrollaron en Buffer TAKMy
(Tris-HCI 20 mM, NHsAc 70 mM, KCI 30 mM, MgCl, 7 mM, pHasc 7.4). Las

subunidades 30S pasaron por un proceso de activacion en Buffer TAKMuisg
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(TAKM7 con MgCl, 140 mM) a 37 °C por 30 minutos. Las subunidades 30S y
moléculas fluorescentes donadoras se prepararon en razon de 1:1 a 0.1 uM por
jeringa. Las demas moléculas implicadas se usaron en razén de 3:1 respecto de la
subunidad 30S, a excepcion del GTP que se prepard en concentraciones iguales de
100 uM en cada jeringa. Los aptameros se prepararon desnaturalizandolos a 95 °C
por 5 minutos y luego se los dejo replegandose a temperatura ambiente por 15
minutos. Las soluciones reactantes que contenian aptamero se prepararon a
concentracion de 1 uM. Todas las soluciones reactantes se centrifugaron a 10000
RPM por 10 minutos a 21 °C antes de cargarlos al Stopped-Flow. Ademas, también
se incluyo6 un ensayo de dispersion de luz (Light Scattering) medido por el mismo
equipo Stopped-Flow, usando el monocromador a 430 nm y ningudn filtro dptico.
Se adquirieron 1000 puntos en cada medicion de tiempo para todas las reacciones.
Se registraron de 7 a 10 réplicas por reaccién y, posteriormente, se promediaron.

Los datos fueron analizados usando el software Prism 8.0 (Graphpad).
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VI. RESULTADOS

6.1 Expresion y purificacion de IF2a

Para realizar los ensayos de cinética y evaluar el efecto del aptamero (Apt3!t)
afin a IF2 en el contexto de la fase de iniciacion de la traduccion, se expresé la
proteina IF2a a partir del gen infB contenido en el plasmido pET24a en 1.8 L de
cultivo de células de E. coli BL21 transformadas con dicho plasmido. Las células del
cultivo fueron recolectadas, obteniéndose un total de 4.1 g de células y
posteriormente lisadas para poder purificar la proteina IF2o mediante cromatografia,
obteniendo dos lotes de proteina IF2a. Ambos lotes se cuantificaron y analizaron en
un gel de poliacrilamida 10% por SDS-PAGE (Figura 1). La comparacion de las
bandas correspondientes a la proteina IF2a con el marcador proteico de pesos
moleculares indic6 que el peso molecular de la proteina expresada y purificada era
el esperado con respecto a [F2a. (97 kDa). La proteina IF2a se cuantificd por Bradford
y por analisis de gel mediante el software ImageJ (NIH) utilizando una curva patron
de concentraciones conocidas de la proteina Albumina de Suero Bovino (BSA) como
referencia estandar. Se determind una concentracion de 40 uM para el primer lote y
de 101 pM para el segundo. El anélisis de gel también permitio determinar el grado
de pureza de ambos lotes de proteina IF2a, obteniéndose un 71% de pureza para el
lote 1 y un 94% de pureza para el lote 2. Se decidi6 trabajar con el segundo lote de

proteina IF2a.
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6.2 Efecto del Apt®! respecto de la llegada del tRNAi al 30S PIC

Como prueba inicial se realizo un ensayo preliminar con el Apt*!! en el Pre-
Complejo de Iniciacion 30S escogiendo evaluar su efecto en la llegada del tRNAI,
visto desde la molécula sefial IF3p. (Figura 16A y Tabla 4). Se utilizaron también
los candidatos a aptameros 715 y 721 (Apt’*®, Apt’?') que previamente fueron
seleccionados contra el dominio C2 de IF2, esperando también observar un efecto

inhibitorio, pues el dominio C2 de IF2 tiene la funcién de reclutar el tRNA..

Segun el resultado del Stopped-Flow, se observo que el comportamiento normal
de IF3 es extender sus dominios en el tiempo durante la unidn del tRNAI (Figura
16B). Respecto de los Apt™*® y Apt’?! las curvas se mantuvieron con una tendencia
similar a la curva control sin aptdmero, lo que podria significar que dichos candidatos
a aptameros no se unen a IF2 o que la unién de estos aptameros al CTD de IF2 no
perturba el reclutamiento del tRNAI. Sin embargo, en presencia del Apt3! la curva
de fluorescencia tuvo un comportamiento distinto comparado al control sin aptdmero.
Esta se mantuvo relativamente constante en el tiempo durante la union del tRNAI,
sin aumentar ni disminuir en su intensidad. Dicho comportamiento se interpreta en
el sentido que IF3pL mantiene su posicion ante la presencia del tRNA., indicando que
este Gltimo no se une al complejo 30S PIC. En consecuencia, se formularon 3

hipotesis que explicarian este evento:

i) Que el Apt®!! estaria uniéndose al dominio C2 de IF2, interrumpiendo

directamente el reclutamiento del tRNA..
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i) Que el Apt®! se une a otro dominio de IF2, pero afecta al dominio C2

alostéricamente induciendo un cambio conformacional en él.

iii)  Que el Apt®!! impide la union de IF2 a la subunidad 30S.

Por consiguiente, se propuso:

i) Estudiar el posible sitio de union del Apt®!! en IF2 mediante Docking

molecular.

i) Establecer un método de observacion directa de IF2, marcada
fluorescentemente para poder obtener sefiales FRET con otros
componentes del complejo de iniciacion 30S. Esto nos permitiria
verificar en mas detalle qué pasos del proceso de iniciacion podria estar
afectando el aptamero Apt3't. Ademas, podria brindar una mejor vision
de posibles cambios conformacionales en los subdominios de IF2 e

incluso del correcto posicionamiento de IF2 en el complejo de iniciacion.

6.3 Modelamiento del Apt3''y Docking molecular entre IF2 y el Apt3!

Se observo que el plegamiento que toma el Apt®*! consta de 3 steam loops, 1
zona no estructurada en los extremos 3 y 5’ terminal y 3 pares de GCs (Figura 17).
En general, la energia libre calculada a partir de las predicciones bidimensionales (-
3.10 kcal/mol) indica que el aptdmero es estable estructuralmente en un rango de

temperaturas fisioldgicas.
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Las predicciones tridimensionales se usaron para estudiar la interaccion con IF2
(PDB: 607K) mediante el software MOE (Chemical Computing Group Inc.) El
resultado del Docking gener6 un ranking de las 100 mejores posiciones posibles del
ligando (Apt®!!) en el receptor (IF2y), siendo el score mas negativo aquel que
expresaba la afinidad de union maés fuerte (Figura 18 y Tabla 1). El analisis in silico

sugiere que el Apt®™ se une a IF2 entre los dominios G3y C1.

6.4 Expresion y purificacion de IF2ywt e IF2ycsioc

Para establecer un método de observacion directa de IF2 obteniendo sefiales
FRET con otros componentes del complejo de iniciacion 30S, se expreso la proteina
IF2y a partir del plasmido pProEX-HTb en su version wild-type (IF2ywt) Y mutante
(TF2yss1oc, teniendo la mutacion en el dominio C2), en células de E. coli BL21
transformadas con dicho plasmido. Ambos plasmidos fueron donados gentilmente
por el Laboratorio del Dr. Gonzalez, Columbia University. Primero se realiz6 una
expresion de ambas versiones de [F2y a pequeiia escala (analitica), usando 25 ml de
medio de cultivo. El analisis de los geles por SDS-PAGE (Figura 2) confirmé la
expresion del sistema, encontrandose las bandas de proteina correspondientes a IF2y
entre las bandas de 85 y 100 kDa del marcador proteico de pesos moleculares. Cabe
recalcar que ambas proteinas, cuyos genes estaban clonados en el plasmido,
contenian una cola de histidina + 5 aminoacidos aleatorios extra en el extremo N-
terminal separados de la proteina IF2y por un sitio de corte para la proteasa TEV

(Caban et al., 2017), por tanto, se esperaba que el peso de la proteina expresada fuese
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mayor al peso real de IF2y, 78.8 kDa. Se observo también que a la primera hora post
induccién apareciéo una banda gruesa que denotaba una fuerte expresion de la
proteina. Sin embargo, esto no aumentaba en el tiempo después de la segunda hora
post induccion, donde la banda alcanzaba su maximo grosor. En conclusion, el
analisis de geles por SDS-PAGE de la expresion analitica indicé que efectivamente
se expresa la proteina IF2y en ambas versiones (IF2ywt Y IF2ygsioc). En base a este
resultado, se propuso realizar una expresion a escala grande (preparativa) con 2 L de
medio de cultivo recolectando las células E. coli BL21 cultivadas hasta la segunda

hora post induccién.

El anélisis de gel por SDS-PAGE de la expresion preparativa de IF2y demostro
que ambas versiones, wild-type y mutante, se expresaron correctamente hasta la
segunda hora post-induccion (Figura 3). Las células del cultivo fueron recolectadas,
obteniendo 6.38 g de pellet de células para IF2yw y 7.06 g para IF2ycsioc, Y

posteriormente lisadas para proceder con la purificacion de ambas proteinas 1F2y.

Ambas versiones de la proteina (IF2ywt y IF2ygsioc) pasaron por una primera
columna de cromatografia por afinidad que contiene Niquel inmovilizado para la
unién de ambas proteinas IF2y a través de su cola de histidinas del extremo N-
terminal. Las muestras de cada paso de la purificacion que se corrieron en el gel
mediante SDS-PAGE permitieron seguir el rastro de las proteinas expresadas durante
el proceso, segun las bandas generadas (Figura 4 y 5). Se observo la presencia de
ambas proteinas (IF2ywt Y IF2ycsioc) de forma abundante desde el pellet hasta el
filtrado del sobrenadante, acompafiadas también de un gran numero de proteinas

solubles no deseadas. La presencia de ambas proteinas en el flow-through disminuyo
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considerablemente, y las bandas correspondientes a los pasos de lavado también
fueron decreciendo. Al eluir ambas proteinas de IF2y se obtuvo la mayor

concentracion de estas entre las fracciones 4 y 8, de 1 ml de volumen cada una.

Para eliminar la cola de histidinas de ambas proteinas (IF2ywt Y IF2ycs1oc) Se
prepararon ensayos analiticos de corte con la proteasa TEV. Segun el andlisis de los
geles (Figura 6, 7 y 8), se determind el tratamiento proteasa TEV:IF2y en relacidn
1:20 usando altas concentraciones de sustrato (0.5 mg/ml) para disminuir el tiempo
de reaccion, establecido a 12 horas. Luego de la reaccion de corte, ambas proteinas
pasaron por una columna de intercambio catiénico. La comparacion del tamafio de
las bandas de las muestras del proceso corridas en el gel (Figura 9 y 10) con el
marcador proteico de pesos moleculares demostro la presencia de las proteinas IF2ywt
y IF2yes10c (78.8 kDa) sin la cola de histidinas ni los restantes amino&cidos afiadidos.
Finalmente, se cuantifico la proteina IF2yw por Bradford y por analisis de gel
mediante el software ImageJ (NIH) utilizando una curva patron de concentraciones
conocidas de la proteina Albumina de Suero Bovino (BSA) como referencia estandar.
Para IF2ywt Se determin0 una concentracion final de 235 M con un grado de pureza
del 85% (Figura 11) y se extrapold que se obtuvo 1.9 mg de IF2yw: por cada gramo
de células recolectado. Con respecto a IF2yasioc, Se determind una concentracion de
147 uM con un grado de pureza del 92% y se extrapol6 que se obtuvo 3.03 mg de
IF2ycsioc por cada gramo de células recolectado. Luego, se procedid a tratar a la
proteina mutante IF2ygs1oc con el protocolo de marcacion fluorescente usando ATTO

540Q maleimide (ATTO-TEC) como fluor6foro quencher.
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6.5 Marcacion fluorescente de IF2ycsioc € 1F3e1s6c

Para obtener un método de observacion directa desde IF2 durante las reacciones
de formacién de complejos de iniciacion de la traduccion, se propuso marcar
fluorescentemente a la proteina IF2y a partir de una mutacién en el dominio C2
(IF2ygs1oc) con el fluoréforo aceptor o quencher ATTO 540Q maleimide (ATTO-
TEC) y a su potencial par FRET IF3ezssc (proteina mutada donada por el laboratorio
de Biomoléculas de la UPC) con el fluoréforo donador Alexa Fluor™ 488 C5-

maleimide (Invitrogen).

Se observo el correcto proceso de marcacion fluorescente de las proteinas
IF2ycs1oc (78.8 kDa) e IF3e1e6c (20.6 kDa) a partir de las muestras obtenidas corridas
en un gel (Figura 12 y 14, respectivamente). En ambos casos, la mayor

concentracion de proteina marcada se obtuvo en el segundo volumen de elucion (E2).

La proteina IF2yggioc marcada con quencher, ahora IF2yq, se cuantifico mediante
Bradford y analisis de gel de poliacrilamida por SDS-PAGE usando el software
ImageJ (NIH), ambos usando una curva patron de BSA (Figura 13). Adicionalmente,
se midié la eficiencia de marcacion por absorbancia en el Nanodrop One (Thermo
Scientific). Se determin6 que la proteina IF2yq se obtuvo con una concentracién de
45 uM, con un grado de pureza del 93%, una eficiencia de marcacién del 91% y un

rendimiento de marcacién del 49%.

En cuanto a la proteina fluorescente 1F3eissc, ahora IF3Cp, se cuantifico
mediante andlisis de gel de poliacrilamida por SDS-PAGE usando el software ImageJ
(NIH) y concentraciones conocidas de la proteina BSA como referencia estandar
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(Figura 15). Segun los analisis, se obtuvo una concentracion de 121 uM de la
proteina IF3Cp, con una pureza del 99%, una eficiencia de marcacion y rendimiento

de marcacion cercanos al 100%.

6.6 Caracterizacion de la sefial FRET IF2yq-1F3Cob

Para establecer y validar el sistema experimental, que permite el estudio de la
cinética de reacciones mediante FRET en el Stopped-Flow, se decidio realizar la
reaccion de formacion del complejo 30S-IFs evaluando la llegada de IF2y e IF3 al
complejo pre-formado visto desde las moléculas sefial IF2yo-IF3Cp (Figura 19 y
Tabla 5). Se afiadié un control de sefial donde el complejo se enfrentaba solamente
a buffer (control versus buffer), el cual determina que la sefial observada no se debe
al factor de dilucién. Ademas, se afiadid un control de sefial sin aceptor o quencher
(control versus TF2yw), el cual determina si la sefial observada es especifica a la
presencia del donador y aceptor; y un control sin la subunidad 30S del ribosoma, que

descarta cualquier interaccion directa e inespecifica entre IF2yqo-I1F3Cp.

Se observo que cuando llega IF2yq al complejo, la curva de fluorescencia
decrece en el tiempo. Este resultado es especifico porque al medir la reaccion contra
buffer se obtuvo una emisién de fluorescencia constante que indic6 que la sefal
correspondiente a la llegada de IF2yq no se debe a la dilucion de la reaccion. El
resultado fue similar con respecto al control versus IF2yw, indicando que la curva
correspondiente a la llegada de IF2y es especifica de la presencia de TF2yq-1F3Cp.
Ademas, se descart6 cualquier interaccion directa entre IF2yqo-1F3Cp debido a que el
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ensayo en ausencia de ribosoma también denot6é una curva que no decrecia en el
tiempo, sino que se mantenia constante. Asimismo, se observé que la llegada de
IF3Cp (Kapp = 154.337 + 1.786 s°1) al complejo también genera una curva que decrece
en el tiempo, pero con una cinética distinta a la de 1F2yq (Kapp = 82.740 + 0.350 s)
y también con amplitudes de la curva diferentes (Figura 21). En conjunto, el anélisis
de las curvas de fluorescencia generadas en el tiempo respecto de la formacion del
complejo 30S:IFs visto desde la llegada de IF2yq e IF3Cp, individualmente,
determind la validez de la sefial FRET entre IF2yq-IF3Cp, y que esta sefial FRET es

dependiente del ribosoma 30S.

Anélogamente, se realizd un experimento chase con respecto a IF2yq e IF3Cp
(Tabla 6) para observar el comportamiento de ambas moléculas en su disociacion
del complejo 30S-IFs. En este ensayo se tiene el complejo 30S:1Fs (IF2yo-1F3Cp)
formado y en equilibrio, de manera que cada componente se une y se disocia del
ribosoma 30S. Al mezclar este complejo con un exceso de una de las moléculas sefial,
pero en su version wild-type carentes de fluoréforo (IF2yw: 0 1F3), cada vez que la
molécula sefial se disocia, tiene que competir con el exceso de la misma molécula sin
fluordforo, resultando en este caso en un aumento de fluorescencia. La concentracion
en exceso usada de las moléculas wild-type carentes de fluoréforo fue de 10 veces

mayor a aquellas modificadas con fluor6foro para la sefial.

Los resultados mostraron en ambos casos un aumento de fluorescencia en el
tiempo (Figura 20), siendo la disociacion de IF2y (k1 = 1.078 + 0.003 s*) mucho
mas rapida que la de IF3 (k-1 = 0.004 + 0.001 s). En conjunto, se comprobé que se

puede medir la unién y disociacion de IF2y e IF3 al complejo usando FRET entre las
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moléculas IF2yq-IF3Cp, y que las velocidades de reaccion obtenidas son similares a

aquellas reportadas anteriormente (Milon et al., 2012).

6.7 El Apt®!! no afecta la unién de IF2 al complejo 30S-I1Fs

Para determinar si el Apt®!* perturba la formacion del complejo 30-IFs, se evalud
la llegada de IF2 al complejo pre-incubado con el aptamero y, adicionalmente, con
una secuencia aleatoria de DNA (RandomPN%) como control de especificidad al

Apt*! (Tabla 7).

Los resultados mostraron que el control sin aptdmero presenta una curva que
disminuye su fluorescencia en el tiempo con respecto a la llegada de 1F2 al complejo
30S-1Fs (Figura 22), de la misma manera que se reportd en el ensayo anterior
(seccion 6.6). Sin embargo, se observd que las demas curvas correspondiente a la
presencia del Apt®!! y el control con la secuencia RandomPNA mostraron bastante
similitud, siendo las diferencias minimas y despreciables entre ellas. Por tanto, se

concluyo que el Apt®™ no perturba la llegada de IF2y al complejo.

6.8 Formacion del 30S IC en funcion del Apt3!t

En la seccion 6.2 se observo que, visto desde IF3, el tRNAI no se une o no llegaba

al complejo 30S PIC. Por lo tanto, se evalu6 nuevamente la llegada del tRNA. al pre-
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Complejo de Iniciacidn 30S en presencia de aptamero, pero visto desde un nuevo par

FRET: tRNAI fluorescente (BPY-tRNAI) e IF2yq (Tabla 8).

Las curvas de fluorescencia generadas en el tiempo demostraron diferencia en la
amplitud entre las reacciones con y sin Apt®!, indicando cambios conformacionales
en IF2y (Figura 23). Ademas, se observo que la llegada de BPY-tRNAI fue més lenta

en presencia del Apt3!! (Kapp = 0.05 + 0.001 s1) que sin €l (Kapp = 0.078 + 0.001 ).

El andlisis de resultados indico que, efectivamente, el Apt3!! perturba la llegada
de tRNAI al 30S PIC probablemente debido a cambios conformacionales en IF2y que

alejan el dominio C2 del tRNA..

6.9 Formacion del 70S IC en funciéon de Apt3!

Para determinar si el Apt3!! perturba la formacion del 70S IC, se evalud la
llegada del tRNAI junto con la subunidad ribosomal 50S mediante la sefial emitida
por BPY-tRNAI pero sin fluor6foro aceptor (Tabla 9), debido a que la posicién del
tRNAI muestra un cambio rotacional durante la formacién del 70S IC tras la llegada

del 50S.

Se observo que la curva de fluorescencia en ausencia de aptamero decrecia en el
tiempo, siendo este comportamiento un resultado esperado (Figura 24A). Sin
embargo, en presencia del Apt3'! la amplitud de la curva fue bastante menor.
Adicionalmente, la curva sin aptdmero demostrd un comportamiento bifasico,

denotando que la reaccidn se producia en dos distintas velocidades, siendo la primera
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mas rapida que la segunda (Kapp1 = 0.036 + 0.001 s y Kappz = 0.005 + 0.001 s%). Sin
embargo, en presencia de aptdmero la reaccion result6 bastante rapida (kapp = 1.459
+ 0.001 s), pero dada la forma de la curva y la comparacion de amplitudes, el
resultado sugeria que la reaccion no se completaba, indicando que el tRNAI no

llegaria a su posicion adecuada.

Para evaluar si la subunidad 50S se asocia al complejo 30S PIC en presencia del
Apt3?, se repitid el experimento anterior, pero midiéndose a través de Light
Scattering usando moléculas wild-type y sin fluor6foros (Tabla 10). Ademas, se
adicionaron reacciones con una secuencia de DNA aleatoria como control de
especificidad del Apt3'! y con el tRNA de iniciacion sin el grupo formilo (Met-

tRNA™eY como control de especificidad de union IF2-tRNA..

Light Scattering es un fendmeno de dispersion de luz generado por el
movimiento de particulas en un liquido y es una técnica comUnmente usada para
analizar el tamafio de particulas a nivel de nm. En este ensayo se midio la dispersién
de luz a una longitud de onda de 430 nm sobre el 30S PIC con la llegada conjunta
del tRNAI y la subunidad 50S (Figura 24B). Un aumento en la dispersion de luz
denotaria la creciente formacion de complejos 70S IC, debido al mayor volumen de
estos en comparacion al 30S PIC. En ausencia del Apt®!?, se observa que la dispersion
de luz alcanza 0.145 a.u. en un tiempo de 200 segundos, también se observa un
comportamiento bifasico con respecto a la velocidad de la reaccion, cuya primera
mitad ocurre bastante rapido (Kappz = 0.105 + 0.001 s) y la segunda mitad del proceso
ocurre mas lento (Kappz = 0.020 + 0.001 s1). Sin embargo, en presencia del Apt®!, la

amplitud de dispersion de luz fue reducida, alcanzando un maximo de 0.083 a.u. en
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un tiempo de 200 segundos con un comportamiento de reaccion también bifasico
pero cuya fase rapida inicial (kapp1 = 0.114 + 0.003 s*) ocurria en una corta fraccion
del lapso de reaccion y predominaba, mas bien, la fase lenta (Kapp2 = 0.012 £ 0.001 5°
1: indicando que la presencia del Apt®! podria reducir la formacion de complejos
70S IC. En conjunto, el Apt®'! perturba la formacion del Complejo de Iniciacion 70S
posiblemente impidiendo que el tRNAI llegue a su posicion adecuada y evitando la

asociacion de la subunidad 50S del ribosoma al complejo.
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VII. DISCUSION

IF2 es una molécula multi-dominios que asegura la fidelidad de la iniciacion de
la traduccidn bacteriana participando activamente en la formacién de complejos
intermedios que conllevan a la sintesis proteica (Milén & Rodnina, 2012). Su rol
fundamental se debe a que recluta el tRNAI a través del dominio C2, promueve el
emparejamiento de bases codon-anticodon y la asociacién de la subunidad 50S al
complejo 30S IC, hidroliza GTP mediante el dominio G2 y permite la maduracién del
70S IC en 70S EC (Goyal et al., 2015; Ling & Ermolenko, 2015; Milon et al., 2010;
Sprink et al., 2016; Wang et al., 2015). En el presente trabajo, se planted el uso de
aptameros como moléculas inhibidoras de la traduccidn bacteriana y su evaluacién con
respecto a las funciones de IF2 en la iniciacion de la traduccion; siendo este estudio
inédito en el marco de que el Apt®!! se propone como un novedoso inhibidor de sintesis

proteica, no existiendo antecedentes de otros aptameros dirigidos a IF2.

En un primer ensayo preliminar se evaluo el efecto del Apt3'! en la llegada del
tRNAI al complejo 30S PIC usando la molécula sefial IF3p.. La reaccion sin Apt3t
resulté en un incremento de fluorescencia, significando que los dominios N y C-
terminal de IF3 se alejan uno de otro (Figura 16); lo cual es consistente con estudios
previos experimentales e in silico que respaldan un modelo en el que IF3 acomoda al
tRNAI en el sitio P del ribosoma a través de movimientos del NTD (dominio que
establece contacto con el codo del tRNAI) en el que este cambia de la posicién Nr a la
N1, mientras que durante la maduracion del 30S IC, el CTD (que esta unido a la
plataforma del 30S) cambia del sitio C2 al C1 (Nakamoto et al., 2021). Sin embargo,

la presencia del Apt3!! result6 en una posicion inalterada de IF3 en la que sus dominios
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permanecieron constantes, sugiriendo que el tRNAI nunca llega al 30S PIC o no esta
lo suficientemente cerca de IF3 como para hacer contacto y establecer un cambio
conformacional en él (Figura 25). En consecuencia, se formularon 3 hipotesis que

explicarian este evento:

i) Que el Apt®!! estaria uniéndose al dominio C2 de IF2, interrumpiendo

directamente el reclutamiento del tRNA..

ii) Que el Apt®!! se une a otro dominio de IF2, pero afecta al dominio C2

alostéricamente induciendo un cambio conformacional en él.

iii)  Que el Apt** impide la unién de I1F2 a la subunidad 30S.

El andlisis in silico por Docking molecular (Figura 18) sugiere que el Apt3!! se
une a IF2 entre los dominios G3 y C1, mas no por el dominio C2; descartando la
hipdtesis (i). Ademas, el ensayo de la formacion del complejo 30S:IFs evaluado
mediante la sefial FRET IF3Cp-IF2yq, demuestra que IF2 si se une a la subunidad 30S
en presencia de Apt®!! y que este no modifica la estructura de IF2 al llegar ni durante

su acomodacién en el complejo (Figura 22); descartando definitivamente la hipétesis

(iii).

A proposito de la hipoétesis (ii), mediciones usando sSmFRET sugieren que el
dominio C1 juega un papel fundamental alostérico que involucra la unién de GTP al
dominio G2 y el reconocimiento del tRNAI por el dominio C2 (Caban et al., 2017). El
grupo propone que en el complejo 30S IC, la unién especifica de GTP al dominio G2
de IF2 estd comunicada alostéricamente a través del dominio C1, lo cual resulta en un
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reposicionamiento del dominio C2 mas cerca del sitio P; y cuando C2 reconoce
especificamente la metionina formilada del tRNA.I, se retroalimenta la comunicacién
con C1 estabilizando una conformacion alargada de 1F2 en el 30S IC que permite la
rapida union de la subunidad 50S (Caban et al., 2017). En cambio, observaron que
cuando GDP se une al dominio G2 de IF2, el dominio C2 se aleja del tRNAI unido al
sitio P y mas bien se acerca a la conformacion G2-C1 adoptando una estructura mas
compacta de IF2 y que inactiva la union rapida del 50S en el complejo (Basu et al.,
2022; Caban et al., 2017). Adicionalmente, se ha comprobado que IF2 induce una
conformacién semi-rotada del ribosoma durante la formacion del 70S Pre-IC y que
requiere de GTP y el tRNAI para estabilizar dicha orientacion rotacional (Ling &
Ermolenko, 2015; Sprink et al., 2016). Asimismo, visualizaciones por cryo-EM de las
interfaces entre los dominios de IF2-GDP compacto de Pseudomonas aeruginosa y el
ribosoma durante la transicion del 70S IC al 70S EC proponen un modelo similar
explicando que tras la hidrolisis de GTP, el dominio G se re-arregla liberando
restricciones en el dominio C1 y aumentando su flexibilidad intrinseca (Basu et al.,
2022). El dominio C1, ahora libre, pierde interacciones con la subunidad 30S,
permitiendo que el 30S revierta su rotacion atras mientras que el dominio C1 se reubica
formando una nueva interfaz con el dominio G unido a GDP. Esta nueva conformacion
de los dominios C1 y G aleja al dominio C2 del tRNAI, liberando el tRNAi de IF2 en
el sitio P. El estado IF2-GDP pierde interacciones con las subunidades 30S y 508,
facilitando su disociacién del complejo y comprometiendo el ribosoma a la elongacion

(Basu et al., 2022).

Dado que el planteamiento de que el dominio C1 tiene actividad alostérica sobre

el dominio C2 y encaja con el resultado del Docking molecular en el que situamos al
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Apt®! entre los dominios G3-C1 (Figura 18 y Figura 25), se evalud la transicion del
30S IC al 70S IC en presencia de Apt®'!, midiendo la formacion del complejo 30S IC
visto desde el dominio C2 de IF2 (IF2yg) y el tRNAI fluorescente (BPY-tRNAI)
(Figura 23). La presencia del Apt®!* en la reaccion evidencio que el tRNA no se llega
a acomodar adecuadamente pues no establece contacto cercano con el dominio C2 de
IF2, probablemente porque IF2 no alcanza su conformacion final (Figura 25). Una
posibilidad es que el Apt®! restrinja la flexibilidad del dominio C1 y otra posibilidad
es que el Apt®™! bloquee la comunicacion alostérica del dominio C1 desde el dominio
G, manteniendo en ambos casos una conformacion compacta similar a aquella en

IF2-GDP.

Cuando se evalua la llegada de BPY-tRNAI en conjunto con la subunidad 50S
al complejo 30S IC para medir la formacion del 70S IC dependiente de tRNAI, se
observo una reduccion de la fluorescencia (Figura 24A) que ya se ha caracterizado
anteriormente atribuyéndola a la liberacion del tRNAI de IF2 durante la formacién del
70S IC y su adecuada acomodacion en el sitio P (Goyal et al., 2015). Sin embargo, en
presencia del Apt3!! la reduccion de fluorescencia fue minima en comparacion.
Ademas, los resultados por Light Scattering (Figura 24B) demuestran que,
efectivamente, el complejo 70S IC no llega a formarse en presencia de Apt3!* pues la
subunidad 50S no se asocia. Esto podria deberse a que en el complejo 30S IC-Apt3!
nunca se establece la conformacion coddn-anticoddn, evitando la asociacion de la
subunidad 50S (Milon et al., 2008). Otro desencadenante de la liberacion de los IFs
del complejo, ademas de la disociacién del tRNAIi de IF2, es la hidrolisis de GTP
(Goyal et al., 2015). Es posible que el Apt®!! perturbe la hidrolisis de GTP de manera

indirecta.
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En conjunto, el Apt®!! perturba el reclutamiento del tRNAi de IF2 y su posterior
acomodacion en el sitio P de la subunidad 30S durante la formacion del complejo 30S
IC, asi como también, impide la asociacion de la subunidad 50S y, por ende, la
formacion del 70S IC. Al respecto, el Apt3!! es una molécula con potencial antibiotico
que inhibe las funciones de la molécula esencial IF2 en la iniciacion de la traduccién
probablemente debido a su union a nivel de los dominios C1 y G3 de IF2, impidiendo
la comunicacién alostérica entre los dominios G2 y C2 (Caban et al., 2017). Futuras
investigaciones con el Apt'! deberan incluir ensayos in vivo para evaluar su capacidad
antimicrobiana. Asimismo, la presente investigacion demuestra que los aptdmeros
pueden usarse como moléculas inhibidoras, pudiendo obtener prospectos moleculares
de uso clinico; asi como también podemos usarlos para descubrir o validar nuevas
funciones (estructurales o metabdlicas) de dominios estructurales de proteinas, y que
pueden ayudar a esclarecer los distintos procesos bioquimicos investigados en la

ciencia basica.
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VIIl. CONCLUSIONES

De los resultados obtenidos con el propdsito de evaluar las posibles perturbaciones
que causa el aptdmero de DNA (Apt3?) en las funciones del Factor IF2 de Escherichia

coli en la fase de iniciacion de la traduccion, podemos concluir que:

e La prediccion de la estructura tridimensional del aptamero Apt3! y su
interaccion en complejo con el Factor de Iniciacion 2 (IF2) de E. coli establece

que la union del Apt3! se sittia a nivel de los dominios C1y G3 de IF2.

e Se expresaron y purificaron las moléculas del Factor de Iniciacion 2: 1F2a,

IF2ywt € IF2yGs1oc.

e Se marcaron fluorescentemente las moléculas proteicas IF2yq e IF3Cp.

e Las distintas sefiales FRET caracterizadas para los estudios cinéticos del

ribosoma bacteriano son: IF2yq-IF3Cp; BPY-tRNAI-IF2yq.

e El Apt* perturba el reclutamiento del tRNAi de IF2 y su posterior
acomodacion en el sitio P de la subunidad ribosomal 30S, durante la formacion

del complejo 30S IC.

e El Apt*™ impide la asociacion de la subunidad ribosomal 50S vy, por ende,
perturba la formacién del complejo 70S IC.
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X.  ANEXOS

FIGURAS

L BSA | IF2a lote 1 44_ IF2a lote 2

Sul gl 2ul 4pl 6l 8l |2ul 4ul Spul 6pl Tl |1ul 2ul 4ul  6ul

05ugl | 1:10 ' 1:20

Figura 1. Cuantificacion de IF2o por analisis de gel SDS-PAGE mediante ImageJ
(NIH). EI gel de poliacrilamida 10% muestra distintos volumenes cargados de la
proteina IF2a purificada, a partir de una dilucion 1:10 del lote 1 y una dilucion 1:20
del lote 2. L: Pierce™ Unstained Protein MW Marker (Thermo Scientific).
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Figura 2. Expresion analitica de IF2ywt e IF2ycsioc. Expresion a escala pequefia de
las proteinas IF2ywt (izquierda) e IF2yesioc (derecha) antes de la induccion (to) y post
induccion (ti-ts). Gel de poliacrilamida 10% mediante SDS-PAGE. L: PageRuler™
Unstained Protein Ladder (Thermo Scientific).
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Figura 3. Expresion preparativa de IF2yw: e IF2ycsioc. Expresion a mayor escala
de las proteinas IF2yw (izquierda) e IF2ycsioc (derecha) antes de la induccion (to) y
post induccion (t1 y t2). Gel de poliacrilamida 10% mediante SDS-PAGE. L:
PageRuler™ Unstained Protein Ladder (Thermo Scientific).
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Figura 4. Purificacién de IF2yw:. Gel de poliacrilamida 10% mediante SDS-PAGE.
L: PageRuler™ Unstained Protein Ladder (Thermo Scientific), to: muestra de la
expresion preparativa antes de la induccion, ti: muestra de la expresion preparativa
antes de la induccion, P: pellet, SN: sobrenadante, FIL: filtrado, FT: Flow-through,
W1: primer lavado, W2: segundo lavado, Wa3: tercer lavado, E1-19: fracciones
eluidas. Elaboracion de las muestras: 2 pl de P, SN, FIL y FT + 20 pl de SB 1X; y 20
pl de Wy E + 20 pl de SB 2X. Volumen de carga: 10 pl.

L P SN FIL FT W1 W2 W3 E1 E2 E3 E4 E5 E6 E7 E8 E9 E10 E11 E12 E13 E14 E15 E16 E17 E18 E19 E20 L
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x| | T T 4

Figura 5. Purificacion de IF2ycsioc. Gel de poliacrilamida 7.5% mediante SDS-

PAGE. L: PageRuler™ Unstained Protein Ladder (Thermo Scientific), P: pellet, SN:
sobrenadante, FIL: filtrado, FT: Flow-through, W1: primer lavado, W2: segundo
lavado, W3: tercer lavado, E1-20: fracciones eluidas. Elaboracion de las muestras: 2

pl de P, SN, FILy FT + 20 pul de SB 1X;y 20 ul de Wy E + 20 pl de SB 2X. Volumen
de carga: 10 pl.
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Figura 6. Ensayo analitico de corte de la proteasa TEV para IF2y. Relacion
Proteasa TEV:IF2y para 0,25 pg/pl de IF2y en 12 horas. Gel de poliacrilamida 10%
mediante SDS-PAGE. L: PageRuler™ Unstained Protein Ladder (Thermo Scientific).

C: Control de IF2y sin tratamiento con la proteasa TEV.
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Figura 7. Ensayo analitico de corte en el tiempo de la proteasa TEV en relacién
1:20 con IF2y. Las reacciones de corte contienen 0,25 pg/ul de IF2y. Gel de
poliacrilamida 7.5% mediante SDS-PAGE. L: PageRuler™ Unstained Protein Ladder

(Thermo Scientific). h: horas.

85



[IF2] — 0.30 mg/ml —+t— 0.35mg/ml —— 0.40 mg/ml — — 0.50 mg/ml —
L Oh 3h 6h 10h o0Oh 3h 6h 10h Oh 3h 6h 10h L Oh 3h 6h  10h

200
200

150 150

120 120
100 100
~— -— T O W S e -
85 -— - - .. U G O W

70
70

60
60

i 1.2
cargados 4o Mg
Figura 8. Ensayo analitico de corte en el tiempo de la proteasa TEV en relacion
1:20 con IF2y. Las reacciones de corte contienen 0,25; 0,30; 0,35; 0,40 y 0,50 pg/ul

de IF2y. Gel de poliacrilamida 7.5% mediante SDS-PAGE. L: PageRuler™ Unstained

2.5 g

Protein Ladder (Thermo Scientific). h: horas.
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Figura 9. Fracciones eluidas de IF2ycsioc por FPLC. Gel de poliacrilamida 7.5%
mediante SDS-PAGE. L: PageRuler™ Unstained Protein Ladder (Thermo Scientific).
E: fracciones eluidas de 1 ml. El cuadro rojo encierra las fracciones escogidas para

dializar.
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Figura 10. Fracciones eluidas de IF2ywt por FPLC. Gel de poliacrilamida 7.5%
mediante SDS-PAGE. RC: muestra de reaccion de corte de [F2ywt con la proteasa TEV
antes de purificar por FPLC. L: Pierce™ Unstained Protein MW Marker (Thermo

Scientific). E: fracciones eluidas de 1 ml.

116.0

66.2.

45.0

35.00

25.0,

Sul

= = =
-— e —

-

2ul

IF2y,,

| BSA

4pl 6yl

Sul

[

———

10pl | 2ul 4ul 6pl 8l

dilucion 1:40

I

0.5 pglpl

Figura 11. Cuantificacion de IF2yw: por analisis de gel mediante ImageJ (NIH).
El gel de poliacrilamida 10% mediante SDS-PAGE muestra distintos volumenes

cargados de la proteina IF2ywt purificada, a partir de una dilucion 1:40 del stock

original. L: Pierce™ Unstained Protein MW Marker (Thermo Scientific).
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Figura 12. Marcacion fluorescente de IF2ycsioc con ATTO 540Q maleimide
antes, durante y después de la columna. Gel de poliacrilamida 7.5% mediante SDS-
PAGE. L: Pierce™ Unstained Protein MW Marker (Thermo Scientific). Mo: muestra
de reaccion de marcacion antes de pasar por la columna. FT: Flow-through. W: lavado.
E: fracciones eluidas. Elaboracion de las muestras: 10 pl de todas las muestras, excepto

E2, + 10 pl de SB 2X; para E2 se tom¢ 1 pl + 10 pl SB 1X. Volumen de carga: 10 pl.
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Figura 13. Cuantificacion de IF2yq por analisis de gel mediante ImageJd (NIH). A
la izquierda se observa el gel de poliacrilamida 10% muestra distintos volimenes
cargados de la proteina IF2ywt purificada, a partir de una dilucién 1:10 del stock
original. A la derecha se observa el mismo gel a través de un transiluminador,

evidenciando la proteina marcada fluorescentemente. L: Pierce™ Unstained Protein

MW Marker (Thermo Scientific).
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Figura 14. Marcacion fluorescente de IF3eissc con Alexa Fluor 488 maleimide
antes, durante y después de la columna. A la izquierda se observa el gel de
poliacrilamida 15% mediante SDS-PAGE. A la derecha se observa el mismo gel a
través de un transiluminador, evidenciando la proteina marcada fluorescentemente. L.
Pierce™ Unstained Protein MW Marker (Thermo Scientific). Mo: muestra de reaccion
de marcacion antes de pasar por la columna. FT: Flow-through. W: lavado. E:
fracciones eluidas. Elaboracion de las muestras: 10 ul de todas las muestras + 10 pl de

SB 2X. Volumen de carga: 20 pl.
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Figura 15. Cuantificacion de IF3Cp por analisis de gel mediante ImageJ (NIH).
A la izquierda se observa el gel de poliacrilamida 15% muestra distintos volimenes
cargados de la proteina IF3Cp purificada, a partir de una dilucion 1:10 del stock
original. A la derecha se observa el mismo gel a través de un transiluminador,
evidenciando la proteina marcada fluorescentemente. L: Pierce™ Unstained Protein
MW Marker (Thermo Scientific).
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Figura 16. Llegada del tRNAI al 30S PIC en funcién del aptamero pre-incubado
al complejo. A) llustracion del sistema experimental de esta reaccion (imagen de la
proteina marcada IF3pL obtenida de Nakamoto et al., 2021). B) Curvas de
fluorescencia en el tiempo producto de la reaccion. La sefial FRET es producida por
IF3pL. Apt’™*® y Apt’ son aptameros afines al dominio C2 de IF2. EI Apt® perturba

la unién del tRNAI al 30S PIC, pero se desconoce su sitio de union a IF2.
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Figura 17. Modelamiento de la estructura tridimensional del Apt3'%. Se observa
que el plegamiento del aptamero de DNA (Apt3!!) consta de 3 steam loops, 1 zona
no estructurada en los extremos 3 y 5’ terminal y 3 pares de GCs. Las modificaciones

guimicas se muestran de color verde.

G2 c2
GTP < separan = tRNA
390-558 559-671 672778 779-890

Figura 18. Docking Molecular entre el ligando Apt3!! y el receptor IF2y. Ranking
de las 10 mejores posiciones posibles del ligando Apt3!! (azul) en el receptor IF2y.
Se observa que la union del Apt®'! predomina en los dominios G3 (amarillo) y C1
(verde) de IF2 (PDB: 607K).
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30S:IFs complex formation
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Figura 19. Caracterizacion de la sefial FRET IF3Cpo-1F2yq en la llegada de
IF2yo/1F3Cp al complejo 30S-1Fs. (Verde) Llegada de IF2yq al complejo 30S-IFs.
(Azul) Control de sefial con buffer. (Rojo) Control de especificidad de unién con
IF2ywt. (Violeta) Control sin 30S. (Naranja) Llegada de IF3Cp al complejo 30S:IFs.
Se obtuvieron los siguientes Kapp para 1IF2yq e 1F3Cp: Kapp = 82.740 + 0.350 s y Kapp =
154.337 + 1.786 s, respectivamente.
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Figura 20. Disociacion de IF2yq e 1F3 del complejo 30S-IFs. La sefial FRET se da
entre IF3Cp—IF2yq. (A) ensayo chase con exceso de IF2ywt y control de sefial con
buffer. (B) ensayo chase con exceso de IF3. Las constantes microscépicas de
disociacion (k-1) para IF2yq e IF3Cp obtenidas fueron: kg = 1.078 + 0.003 st y k1 =
0.004 + 0.001 s, respectivamente.
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Figura 21. Comparacion de amplitudes de las curvas obtenidas en la unién y

disociacion de TF2yq e IF3Cp con respecto al complejo 30S-IFs.
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30S:IFs (IF3Cp-IF29g) complex formation
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Figura 22. Llegada de IF2 al complejo 30S-1Fs en funcion del Apt®!L. Sefial FRET
se da entre IF3Cp—IF2yq. Llegada de IF2yq al complejo 30S-IFs en ausencia de

aptamero (azul), y pre-incubado con Apt®'! (rojo) o una secuencia aleatoria de DNA
(verde).

30S Initiation Complex (BPY-tRNAi-IF2y;) formation
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Figura 23. Llegada del tRNAi al 30SPIC en funcion del Apt®t. Sefial FRET se da
entre BPY-tRNAI-IF2yq. EI complejo 30S PIC se compone de la subunidad 30S, IF1,
IF2yq, IF3, mRNA, sin aptdmero (azul), con Apt3!! (rojo), o con una secuencia

aleatoria de DNA (verde). Se afiadié un control de sefial con buffer (violeta). Las kapp
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en ausencia y presencia del Apt3!! fueron: Kapp = 0.078 +0.001 s y kapp = 0.05 + 0.001

s, respectivamente.

A. 70S IC formation (BPY-tRNAI + no acceptor) B. 70sIc formation by Light Scattering
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Figura 24. Llegada de tRNAIi-50S al 30S PIC en funcion del Apt3!l. (A) El
fluoréforo que emite la sefial es BPY-tRNAI. Sin embargo, no hay par FRET debido a
la ausencia de fluor6foro aceptor. La reaccion sin Apt3!! demuestra un comportamiento
bifasico: Kappr = 0.036 + 0.001 s y Kappz = 0.005 + 0.001 s™*. La reaccion en presencia
de Apt3!! obtiene un kapp = 1.459 + 0.001 s (B) La formacion del complejo de
iniciacién 70S se mide a través de Light Scattering. Todas las moléculas usadas
carecen de fluoréforo y son wild-type. A las reacciones naturales (azul) se les afiade
Apt*! (rojo) o una secuencia aleatoria de DNA (verde). Adicionalmente, se agrega un
control de especificidad de union IF2-tRNAI usando tRNAI sin grupo formilo (Met-
tRNAI™eY (violeta). La reaccion sin Apt3*! demuestra un comportamiento bifasico
cuya primera mitad ocurre bastante rapido (Kapp1 = 0.105 + 0.001 s!) y la segunda
mitad del proceso ocurre mas lento (kKappz = 0.020 + 0.001 s%). En presencia del Apt®?,
el comportamiento de reaccion bifasico denota que la fase rapida inicial (Kappr =0.114
+0.003 s1) ocurre en una corta fraccion del lapso de reaccion, predominando la fase
lenta (Kappz = 0.012 + 0.001 s%).
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Figura 25. Alineamiento de Docking molecular de 1F2y-Apt3!! en el 30S IC.
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TABLAS

Tabla 1. Ranking de puntajes del Docking molecular entre el ligando Apt3!! y el
receptor 1F2y.

Rank S rmsd_refine
-156.5706 0.6142
-154.5377 0.6131
-154.2185 2.8011
-134.6545 1.2687
-134.4311 3.0767
-134.0339 1.5022
-130.2411 0.9844
-129.9758 1.0361
-124.9386 1.4457
-123.7679 1.9702

Blo|o|~N|o|u|s | w|n|-

Nota: Cuanto menor sea la puntuacién (S; Score), mayor serd la afinidad de unién del
compuesto al receptor. Rmsd_refine es la raiz de la desviacion cuadratica media entre la pose
antes del refinamiento y la pose después del refinamiento.

Tabla 2. Condiciones de amplificacion por la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) de colonia de E. coli.

Paso Temperatura (°C) | Tiempo | Ciclos
Denaturacion inicial 95 3 min
Denaturacion 95 30 min
Annealing * 30 min 25
Extensién 72 *x
Extension final 72 5 min

*55.4 °C y **2.35 min en caso de usar primers F_pPROEX_M13y R_pPROEX_terminator.
59 °C y **2.06 min en caso de usar primers F_pPROEX_M13y R_G810C.
57 °C y **1 min en caso de usar primers F_G810C y R_pPROEX_terminator.

Tabla 3. Lista de primers usados para PCR de colonia.

Primer Secuencia
F pPROEX M13 5 GCGGATAACAATTTCACACAGG 3
R_pPROEX_terminator 5 CAGTTCCCTACTCTCGCATG 3
F G810C 5 CGCCGAAATTTTGTGCCATCGCAGGCTGTATG 3
R _G810C 5 CATACAGCCTGCGATGGCACAAAATTTCGGCG 3
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Tabla 4. Set experimental del efecto del Apt3!! en la llegada del tRNAI al 30S PIC.

Reaccion Jeringa A Jeringa B
1 30S - IF3pL - IF2 - IF1 - mRNA - GTP tRNAi - GTP
2 30S - IF3pL - IF2 - IF1 - mRNA - GTP - Apt3!! tRNAI - GTP
3 30S - IF3pL - IF2 - IF1 - mRNA - GTP - Apt?® tRNAi - GTP
4 30S - IF3pL - IF2 - IF1 - mRNA - GTP - Apt’?! tRNAi - GTP

Tabla 5. Set experimental del ensayo de caracterizacion de la sefial FRET IF2yo-

IF3Cp.
Reaccion Jeringa A Jeringa B
1 30S - IF3Cp - IF1 - GTP Buffer - GTP
2 30S - IF3Cp - IF1 - GTP IF2ywt - GTP
3 30S - IF3Cp - IF1 - GTP IF2yq - GTP
4 IF3Cp - IF1 - GTP IF2yq - GTP
5 30S - IF2yq - IF1 - GTP IF3Cp- GTP

Tabla 6. Set experimental del ensayo chase con respecto a IF2yq e IF3Cp.

Reaccion Jeringa A Jeringa B
1 30S - IF3Cp - IF2yq - IF1 - GTP Buffer - GTP
2 30S - IF3Cp - IF2yq - IF1 - GTP IF2yu* - GTP
3 30S - IF3Cp - IF2yq - IF1 - GTP IF3* - GTP

* Las concentraciones de IF2yw: e IF3 se usaron en un exceso de 10 veces respecto de las

moléculas fluorescentes usadas en la jeringa A.

Tabla 7. Set experimental de la formacion del complejo 30S-1Fs en funcion del

Apt311.
Reaccion Jeringa A Jeringa B
1 30S - IF3Cp - IF1 - GTP IF2yq - GTP
2 30S - IF3Cp - IF1 - GTP IF2yq - Apt®!! - GTP
3 30S - IF3Cp - IF1 - GTP IF2yo - RandomPNA . GTP
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Tabla 8. Set experimental de la formacion del complejo 30S IC en funcion del

Apt3iL,
Reaccion Jeringa A Jeringa B
1 30S:IFs (IF2yqQ) - mRNA - GTP BPY-tRNAI - GTP
2 30S-IFs (IF2yq) - mMRNA - GTP - Apt3!! BPY-tRNAI - GTP
3 30S:IFs (IF2yq) - mRNA - GTP - BPY-tRNAi - GTP
RandomPNA
4 30S-1Fs (IF2yq) - mRNA - GTP - Buffer BPY-tRNAI - GTP

Tabla 9. Set experimental de la formacion del complejo 70S IC en funcion del

Aptgll.
Reaccion Jeringa A Jeringa B
1 30S - IF3 - [F2yw - IF1 - mRNA - GTP BPY-tRNAI - 50S - GTP
2 30S - IF3 - IF2ywt - IF1 - mRNA - GTP

BPY-tRNAI - 50S - GTP

Tabla 10. Set experimental de la formacion del complejo 70S IC en funcidn del

Apt3! por Light Scattering.

Reaccion

Jeringa A Jeringa B
1 30S - IF3 - IF2ywt - IF1 - mRNA - GTP tRNA: - 50S -
GTP
2 30S - IF3 - IF2ywt - IF1 - MRNA - GTP - Apt3l! tRNA: - 50S -
GTP
3 30S - IF3 - [F2ywt - IF1 - mRNA - GTP - tRNAI - 50S -
RandomPNA GTP
4 30S - IF3 - IF2ywt - IF1 - mRNA - GTP Met-tRNAMet .
50S - GTP
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