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RESUMEN

La familia de las tetraciclinas comprende un diverso grupo de compuestos
conocidos por su amplio espectro de actividad contra bacterias Gram-positivas y
Gram-negativas. Su uso llevdo a la aparicion de diferentes mecanismos de
resistencia a las tetraciclinas, por lo cual los cientificos se enfocaron en mejorar la
actividad antimicrobiana produciendo nuevos derivados. Las tetraciclinas se unen a
los ribosomas bacterianos e interfieren de manera estérica con el acoplamiento del
aminoacil-tRNA al sitio A durante la etapa de la elongacién de la traduccion de
proteinas. Sin embargo, reportes previos y la proximidad al sitio de unién de IF1
podrian indicar que las tetraciclinas lograrian inhibir la iniciacion de la traduccion a
través de un mecanismo no conocido. El objetivo de esta tesis fue estudiar la
cinética de unién de IF1 e IF3 a la subunidad ribosomal 30S de E. coli en presencia
de 2 tetraciclinas, Demeclociclina y Tigeciclina. Los datos cinéticos y estructurales
obtenidos por métodos bioquimicos y computacionales determinaron el impacto de
estos antibidticos en la fase de la iniciacion de la traduccidn bacteriana. Los
resultados indicaron que ambos antibiéticos compactaron los dos dominios de IF3
al unirse al complejo 30S-IF3. Asi como también redujeron la constante de
disociacion de IF1 en la mayoria de los complejos. El efecto de estabilizacion fue
mayor en presencia de Tigeciclina debido a que redujo la velocidad de union de la
subunidad 50S al 30S IC y a su vez retuvo a IF1 en el complejo 70S IC en los ultimos
pasos. Sin embargo, Demeclociclina no jugé un rol muy importante en estas ultimas
etapas. El modelamiento estructural de ambas tetraciclinas unidas al 30S PIC y 30S
IC mostraron importantes interacciones moleculares que podrian explicar la
estabilizacién de IF1 por estos antibidticos, como es el caso de Tigeciclina, el cual
expuso nuevos potenciales contactos con IF1 en el 30S IC. Estos resultados
permitieron concluir que las tetraciclinas inducen a cambios conformacionales de
IF3 e incrementan la afinidad de IF1, perturbando su correcta eyeccion durante la

formacion del complejo 70S y asi retrasando la iniciacion de la traduccién bacteriana

Palabras clave: tetraciclinas, sintesis de proteinas, ribosoma, factor de iniciacion,

Tigeciclina.



ABSTRACT

The tetracycline family comprise a diverse group of compounds well known for their
broad spectrum of activity against Gram-positive and Gram-negative bacteria. Since
its discovery its extensive usage of led to the emergence of different mechanism of
tetracycline resistance, thus, scientists focused on the enhancement of the
antimicrobial activity by producing new derivatives. Tetracyclines bind to bacterial
ribosomes and interfere sterically with the docking of aminoacil-tRNA into the A-site
during elongation step of protein translation. However, previous reports and the
proximity to the binding site of IF1 could indicate that tetracyclines may inhibit
translation initiation through an unknown novel mechanism. The aim of this thesis
was to study the binding kinetics of IF1 and IF3 to the 30S ribosomal subunit of E.
coli in presence of Demeclocycline and Tigecycline. The Kinetic and structural data,
obtained by using biochemical and computational methods respectively, were used
to determine the impact of these antibiotics on the translation initiation phase of
bacterial protein synthesis. The results indicated that both antibiotics induced the
two domains of IF3 to get closer when it binds to the 30S-IF3 complex. The presence
of Tigecycline and Demeclocycline also reduced the dissociation rate constant of IF1
in most of the complexes. This stabilization effect was greater in the presence of
Tigecycline. In the last steps of translation initiation, Tigecycline delayed the joining
of 50S subunit to the 30S IC and retained IF1 to the resulting 70S initiation complex.
On the other hand, Demeclocycline did not played an important role on 50S subunit
joining. The structural modeling of both tetracyclines bound to 30S PIC and 30 IC
showed important molecular interactions that could explain IF 1 stabilization by these
antibiotics, such as Tigecycline, which displayed new potential contacts with IF1 in
the 30S IC. These data indicate that tetracyclines induce conformational changes of
IF3 and enhances IF1 affinity, perturbing its correct ejection during 70S formation

and thus delaying the regular translation initiation in bacteria

Keywords: tetracyclines, protein synthesis, ribosome, initiation factor, Tigecycline.
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CAPITULO 1. INTRODUCCION

1.1. Situacion problematica

En la actualidad, el rapido surgimiento de bacterias multidrogo-resistentes esta
amenazando las extraordinarias ventajas que se han logrado con los antibi6ticos
hasta el momento y sumado al minimo numero de antibiéticos que se estan
desarrollando o se estan probando clinicamente, podria convertirse en una
amenaza mayor en los proximos afios (Bartlett et al., 2013; Matzov & Yonath,
2017; Laxminarayan, 2022). En particular, la creciente incidencia de resistencia
bacteriana a las tetraciclinas ha llevado a una disminucidn en su uso, lo que a su
vez motivo la de busqueda de nuevos derivados, como las glicilciclinas (Chopra,
2002).

La mayoria de los antibidticos conocidos que se unen al ribosoma tienen como
blanco, el ciclo de elongacion, incluyendo antibiéticos clinicamente importantes
como los aminoglucésidos, macrélidos, cloranfenicoles y tetraciclinas. A pesar de
qgue existe un numero de inhibidores que intervienen en la fase de iniciacion,
estos son muy limitados en términos de la aplicacion clinica, debido a problemas
con la especificidad de la droga (edeina y pactamicina), toxicidad (evermicina) y

baja solubilidad (tiopéptidos y termorubinas) (Wilson, 2014).

Se sabe que las tetraciclinas actuan especificamente en el sitio A de la subunidad

30S del ribosoma, impidiendo el correcto acomodamiento de los aminoacil-ARNt



e inhibiendo de esa manera la fase de la elongacion (Gottesman, 1967; Craven
et al., 1969). Investigaciones previas han observado que antibiéticos usados en
la elongacion como la kanamicina y estreptomicina ocasionan cambios en la
conformacién de IF3 en la etapa de la iniciacién de la traduccion (Chulluncuy et
al., 2016). Sin embargo, no hay reportes sobre el impacto directo de las
tetraciclinas a nivel de la iniciacidén, donde también actuan proteinas llamadas
factores de iniciacion, las cuales juegan un papel importante en el control de la
velocidad y la correcta formacion del Complejo de Iniciacion (Wintermeyer et al.,
2004; Lovmar & Ehrenberg, 2006).

Se han realizado estudios donde se ha monitoreado la dinamica de formacion del
Complejo de iniciacion 30S mediante los cambios en la transferencia de energia
de resonancia por fluorescencia (FRET) (Milon et al., 2007; Milon et al., 2012). El
uso de esta técnica ha permitido determinar parametros cinéticos en tiempo real
y dilucidar el importante papel que cumplen los factores de iniciacion en la
estabilizacién del Complejo de iniciacion para que este proceso se desarrolle de
manera correcta. El presente marco experimental proporciona las bases para
evaluar si las tetraciclinas ocasionan alteraciones en los complejos de iniciacion.
La identificacion de la fase de iniciacion de la sintesis de proteinas como potencial
blanco de tetraciclinas brindaria nuevas perspectivas y estrategias para el

desarrollo de nuevos antibioticos que exploten el mismo mecanismo.

En este contexto es necesario evaluar el mecanismo molecular de las
tetraciclinas mediante el efecto cinético y conformacional en el complejo de
iniciacion 30S en el modelo de E. coli utilizando técnicas de fluorescencia y
modelamiento in silico que permitan observar cambios en la dinamica estructural

y cinética de los componentes de la iniciacion.



1.2. Formulacion del problema

¢, Como es la cinética de uniodn entre los factores de iniciacion IF1 e IF3 con
la subunidad ribosomal 30S de Escherichia coli en presencia de Tigeciclina y

Demeclociclina?

1.3. Justificacién de la investigacion

El inevitable aumento de la resistencia a los antibidticos esta afectando el
combate de distintas enfermedades, como la neumonia, tuberculosis, malaria,
ademas de las distintas enfermedades nosocomiales, que cada vez son mas
dificiles de tratar. La busqueda de nuevos antibidticos es crucial para hacer frente
a este fendmeno natural en bacterias. Asi, el conocimiento de los mecanismos
de accién es un tema de gran interés y valor para buscar estrategias que

combatan este problema global.

La gran mayoria de antibiéticos clinicamente importantes tienen como
objetivo la fase de la elongacion de la traduccion y no se conoce el efecto que
estos antibidticos puedan tener en fases tempranas de la iniciacion. La iniciacion
bacteriana posee una regulacion altamente compleja tanto en procariotas como

en eucariotas y ademas es el mas divergente ente estos dos grupos.

Por estos motivos es importante evaluar el efecto de tetraciclinas en etapas
tempranas de la sintesis de proteinas y obtener un mejor entendimiento de los
efectos que podria tener la unién de las tetraciclinas en el complejo de iniciacién
30S a partir de parametros cinéticos y conformacionales. Los efectos de las
interacciones del antibidtico con su entorno, ya sea en la subunidad 30S, como
los factores de iniciacién, podran servir como modelo para futuros disefios de

antibidticos con caracteristicas necesarias que las hagan apropiadas para



enfermedades causadas por bacterias con mecanismos de resistencia a los

antibioticos.

1.4. Objetivos de la investigacion

1.4.1. Objetivo General

Evaluar la cinética de la union entre los factores de iniciaciéon IF1 e IF3
con la subunidad ribosomal 30S de Escherichia coli en presencia de

Tigeciclina y Demeclociclina.

1.4.2. Objetivos Especificos

o Determinar los cambios cinéticos ocasionados en IF3 por la presencia de
Demecilociclina y Tigeciclina

e Determinar los cambios cinéticos de union de IF1 en presencia de la
Demecilociclina y Tigeciclina.

e Interpretar los cambios conformacionales en la subunidad 30S inducidos
por Tigeciclina y Demeclociclina en las distintas etapas de la iniciacidon de

la traduccion bacteriana.



CAPITULO 2. MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes del problema

A inicios de 1940, el Laboratorio Lederle utilizé la primera tetraciclina, la
aureomicina. El hallazgo de este importante antibidtico fue llevado a cabo por el
profesor Benjamin Druggar, el cual le dio ese nombre por el color amarillo del
compuesto y por el color de la cepa de Streptomyces del cual se extrajo (Nelson
& Levy, 2011). Sin embargo, después de un afio del descubrimiento de la
aureomicina, se reportd la primera evidencia de resistencia a este antibiotico
(Demerec, 1949). Esto llevo a la produccion de la “segunda generacién de
tetraciclinas”, los cuales se obtuvieron por medio de reacciones sintéticas
organicas. Entre ellas se encuentra la Demeclociclina, una tetraciclina que
poseia grupos funcionales unicos en el C6 y C7. Posteriormente, la apariciéon
de nuevos mecanismos de resistencia obligdb mas tarde a generar nuevas
tetraciclinas con caracteristicas quimicas mas eficientes para evadir este
problema. Es asi que los programas de descubrimiento de antibidticos llevados
a cabo por la farmacéutica Wyeth realizaron modificaciones en la estructura de
minociclina, especificamente en el C9, al afiadir un residuo de glicina en el grupo
funcional amido, generando nuevos compuestos analogos llamados
glicilciclinas (Sum et al., 1994). Tiempo después, la Tigeciclina, fue aprobada
por la FDA en el 2006, convirtiéndose asi, en la primera tetraciclina de tercera

generacion, en entrar al mercado.



Tigeciclina es la primera dlicilciclina derivada de minociclina y es
ampliamente conocida porque su actividad resulta menos alterada ante los
distintos mecanismos de resistencia a las tetraciclinas, especialmente a las
bombas de eflujo y proteinas de proteccion ribosomal (Petersen et al., 1999;
Van Ogtrop et al., 2000). La elevada afinidad de la Tigeciclina por el sitio A, se
explico, gracias a analisis estructurales a través de cristalografias de rayos X de
Tigeciclina unida a la subunidad ribosomal 30S (Schedlbauer et al., 2015) y al
ribosoma 70S (Jenner et al., 2013), asi como también a través de ensayos de
competicion con tetraciclina marcada con el isétopo de hidrogeno °H (tritio). Mas
alla de su rol antimicrobiano, Tigeciclina ha sido objeto de un creciente niumero
de estudios en el cual resaltan su efecto antitumoral al inhibir la proliferacion
celular y el metabolismo aerdbico, asi como también en estudios relacionados
a la inhibicion de la traduccion de proteinas en las mitocondrias, caracteristica
util para futuros tratamientos de enfermedades mitocondriales (Xu et al., 2016;
Dong et al., 2019; Pfab et al., 2021; Suarez-Rivero et al., 2021).

Si bien alrededor del 50% de los antibiéticos comercialmente disponibles
actuan sobre el ribosoma bacteriano, aquellos farmacos que actuan sobre la
fase de la iniciacion son escasos. Es por ello que, en su gran mayoria, estos
afectan las fases de la elongacion de la cadena polipeptidica (Giuliodori et al.,
2019; Fabbretti et al., 2010). Sin embargo, muchos de estos antibiéticos se unen
a la subunidad menor 30S del ribosoma y podrian inhibir otras fases ademas de
la elongacién (Giuliodori et al., 2019). Utilizando la técnica de cristalografia por
rayos X, se determin6é con mejor definicion el sitio de unién de la tetraciclina en
la subunidad 30S que se situa en un lugar localizado en cerca del sitio aceptor
del aminoacil-tRNA, entre la cabeza y el cuerpo del 30S (sitio A), lugar donde
llegan los aminoacil-tRNA para la elongacion. Pioletti et al (2001), por su parte,
identifica 6 sitios de union de tetraciclina en la subunidad 30S con diferentes
rangos de ocupacion. Tet-1, el sitio con la mayor ocupacién, se localiza entre el
surco menor de H34 y el stem-loop de H31, muy cerca al sitio A, donde el ARNt

aminoacilado se une a la estructura 30S.



Se realizaron estudios con el antibiotico especifico de iniciacion GE81112 (no
comercial) cuyo mecanismo de accion es desestabilizar el stem-loop del ARNt
iniciador lo que genera una union incorrecta al sitio P. A nivel estructural se
observd que, en presencia del antibidtico, la interfase h44/h45/h24a, que es
parte del sitio de unidon de IF3, adopta una conformacién desestabilizada. Sus
hallazgos revelaron que la dinamica de equilibrio entre la conformacion
estabilizada y la desestabilizada de la interfase h44/h45/h24a regulan la
progresion de la sintesis de proteinas, actuando, asi como un interruptor
molecular que permite la transicion de un complejo de iniciacion abierto a uno
cerrado (Fabbretti et al., 2016).

Los aminoglucosidos, también podrian interferir con el desarrollo normal del
inicio de la traduccion en procariotas debido a que experimentos en estado pre-
estacionario mostraron que los aminoglucésidos, kanamicina y estreptomicina
separan dominios del IF3, promoviendo un estado abierto del factor. La unién
de IF1, desencadena en cambio el cierre de los dominios del IF3 unido a la
subunidad 30S, lo cual sugiere que estos dos antibiéticos modulan el inicio de
la traduccion por medio de la interaccién de los dominios de IF3 y la subunidad

menor (Chulluncuy et al., 2016).

En la busqueda de nuevos antibioticos, se han priorizado también las
opciones que sean menos perjudiciales al momento de su uso, tal es el caso de
la sareciclina, que, al ser un antibiotico de limitado espectro, los efectos
adversos en la flora intestinal son minimos (Zhanel et al., 2018). Estudios
bioquimicos recientes muestran que su mecanismo de accion también podria
llevarse a cabo en la etapa de lainiciacidn, distando asi del resto de tetraciclinas

comunmente conocidas (Batool et al., 2020)



2.2. Bases teoricas

2.2.1. Traduccion: inicio, elongacion y terminacién

El inicio de la traduccién establece el marco de lectura del ARNm por medio
del posicionamiento del ARNt iniciador (fMet-ARNt™!) en el coddn de inicio en
el sitio P de la subunidad 30S. En bacterias, la iniciacidon es promovida por tres
factores de iniciacion (IF1, IF2 e IF3) (Simonetti et al., 2009; Laursen et al., 2005;
Gualerzi et al., 2010) (Figura 1)

Primero, los factores de iniciacion, el ARNt iniciador y el ARNm son
reclutados a la subunidad ribosomal 30S para que se forme el Complejo pre-
iniciacion 30S (30S PIC). Después, el anticodon de ARNLt iniciador reconoce al
codoén de inicio del ARNm en el sitio P de la subunidad 30S, lo cual resulta en
la formacion del 30S IC (Gualerzi et al., 2010; Milon et al., 2012). Después, la
subunidad mayor 50S se asocia con el 30S IC, IF2 hidroliza GTP a GDP y
fosfato inorganico (Pi), todos los factores de iniciacién se liberan y el ARNt
iniciador se acomoda en el sitio P del centro peptidil transferasa para participar
en la formacion del primer enlace peptidico (Milon et al., 2008; Goyal et al.,
2015)

El proceso de terminacion comienza cuando un codoén de terminaciéon del
ARNm llega al sitio A. En bacterias, el reconocimiento de este codon de
terminacion, involucra dos factores de liberacién de “clase I”, RF1y RF2. Ambos
factores reconocen UAA; sin embargo, UAG es reconocida por RF1 mientras
que UGA es reconocida por RF2. Al final, la proteina recién sintetizada se libera,

marcando el final de esta fase (Ramakrishnan, 2002)
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Figura 1. Grafico del proceso de iniciacion bacteriana. Vista esquematica

del proceso de iniciacion. Formacion de los complejos de iniciacion 30S y
70S, conteniendo los ribosomas, el ARNt iniciador, el ARNm vy los factores
de iniciacion IF1, IF2 e IF3. Fuente: Simonetti et al (2009).

2.2.2. Factor de iniciacion 3 (IF3)

El factor de iniciacion 3 es uno de los factores de iniciacion que mejor
reportado tiene sus funciones. Su estructura estd conformada por 180
aminoacidos y esta codificada por el gen InfC (Olsson et al., 1996). La estructura
tridimensional consiste en dos dominios (Fortier et al., 1994; Kycia et al., 1995)

unidos por una cadena flexible rica en lisina (Moreau et al., 1997). La unién de
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estos dos dominios a la superficie ribosomal ocurre de manera independiente,
siendo el dominio C-terminal, el cual se une primero a la subunidad 30S (Sette
et al., 1999), especificamente a la region de la plataforma (cerca del G700) de
la subunidad menor. Acto seguido el dominio N-terminal se une a proximidades
del sitio P (Fabbretti et al., 2007).

Una de sus principales funciones es evitar una unién prematura de la
subunidad 50S a la subunidad menor 30S en la traduccion de proteinas
(Grunberg-Manago et al., 1975) y ademas discrimina entre los distintos
aminoacil-tRNA en el sitio P de la subunidad menor, actuando asi como un
factor que garantiza la fidelidad de la traduccién durante la fase de inicio (Hartz
et al, 1989). IF3 también acelera la velocidad de la interaccién codén-anticodén
entre el fMet-tRNA™et y el triplete del ARN mensajero (Milon et al., 2008;
Gualerzi et al., 2001)

2.2.3. Factor de iniciacion 1 (IF1)

Es el mas pequeiio de los tres factores de iniciacion (8.3 kDa en E. coli) que
intervienen en la sintesis de proteina y esta codificada por el gen infA (Sands et
al.,, 1987). Con la ayuda de la espectroscopia de NMR se determind que
pertenece a la familia de las proteinas de plegamiento de unién a
oligonucledtidos, de una estructura muy parecida a las “cold shock proteins”
(Csps) (Sette et al., 1997)

El sitio de union de IF1 se encuentra en las proximidades del sitio A de la
subunidad ribosomal 30S (Carter et al., 2001). Estudios en los que se obtuvieron
imagenes de alta resolucion, mostraron que IF1 interactua especificamente con
dos adeninas (A1492 y A1493) del 16S (Carter et al., 2001) y ademas un analisis
mutacional observdé que un loop interno en la hélice 44 parece ser igual de

importante para la unidon de IF1 (Dahlquist & Puglisi., 2000). Entre sus
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principales funciones se encuentra, la de estimular la disociacion de IF3 del
ribosoma (Gottlieb et al., 1975; Dottavio-Martin et al., 1979) e inducir cambios
conformacionales a larga distancia dentro del 30S, influyendo en el equilibrio
asociacion-disociacion de las subunidades ribosomales (Ramakrishnan, 2002;
Milon et al., 2008)

2.2.4. Transferencia de energia de resonancia por fluorescencia (FRET)

La transferencia de energia de resonancia por fluorescencia (Forster
Resonance Energy Transfer, FRET) es un proceso fisico por el cual la energia
es transferida de manera no-radiante de una molécula en estado excitado
(donador) a otra molécula (aceptor), el cual ocurre cuando el espectro de
emision del donador se sobrepone con el espectro de absorcidén de la molécula
aceptora (Lakowicz, 1999; Foster, 1948) (Figura 3)
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Figura 2. Superposicion de espectros de la molécula aceptora y
receptora. El solapamiento del espectro de emision del donador y de
excitacion del aceptor permite la emision de fluorescencia. Fuente: Lakowicz
(1999)
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La distancia entre estas moléculas necesita ser menor a aproximadamente
10 nm (100 A). Este es un criterio importante para definir |a eficiencia de FRET,
el cual puede proveer informacion altamente sensible acerca de la orientacion
y distancia molecular (Clegg, 1996). Dada su utilidad, este método no ha servido
solamente para poder medir los movimientos internos de la subunidad 30S
(Hickerson et al., 2005), sino también ha permitido poder dilucidar la dinamica
de los componentes que participan en la etapa del inicio de la traduccién en
bacterias (Milon et al., 2007; Milon et al., 2012)
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CAPITULO 3. METODOLOGIA

3.1. Tipo y diseio de investigacion

El presente estudio es cuantitativo y presenta un disefio observacional

descriptivo.

3.2. Técnicas de recoleccion de datos

3.2.1. Resuspension de las tetraciclinas

Se usaron Demeclociclina y Tigeciclina de la marca Abcam (Cambridge, MA,
United States), las cuales se disolvieron en agua libre de nucleasas y dimetil-
sulféxido respectivamente. Luego las soluciones a una concentracion final de

10 mM se almacenaron a -20°C por hasta un mes.

3.2.2. Purificacion de ribosomas

Estos ribosomas fueron obtenidos del Kurchatov Institut en Gatchina, Rusia
siguiendo el siguiente método: el complejo ribosomal 70S y sus respectivas
subunidades se obtuvieron después de la ultracentrifugacion de un lisado
celular de E. coli a través de una gradiente de sucrosa. Esto permitié separar

ribosomas intactos de las subunidades individuales. La concentracion intacta de
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ribosomas 70S, 50S y 30S fue medida por absorbancia a 260 nm (A2eo).

Finalmente fueron almacenados a -80°C (Milon et al., 2007)

3.2.3. Expresion y purificacion de proteinas

Se cultivaron células competentes de E. coli BL21 transformadas (Mix & Go,
Zymo Research, Irvine, CA, USA) con el vector de expresion pET24c InfA
(codifica para IF1), pET24c InfC (codifica para IF3WT) o pET24c InfC E166C
(codifica para IF3 con una cisteina en la posicién 166). Los vectores pET24c
que contienen los genes wt y mutantes se adquirieron comercialmente
(GenScript, Pistcataway, NJ, USA). Se usaron 2 litros del medio Luria-Bertani
(LB) para el cultivo de E. coli BL21 pET24c InfA o pET24c InfC a un ODeoonm
inicial de 0.5. La expresion de proteinas fue inducida agregando 1 mM de
Isopropil B-D-1-tiogalactopiranésido (Thermo Fisher Scientific, Hvidovre,
Dinamarca). Se dej6 a las células expresar IF1 o IF3 por 3 h antes de someterlas
a centrifugacion a 5000 g a 4°C. Las células se resuspendieron luego en Buffer
de Lisis (50 M Hepes pH 7, 100 mM NH4Cl, 10 mM MgClz, 10% Gilicerol, 6 Mm
2-mercaptoetanol) con inhibidor de proteasas (Merck, Darmstadt, Alemania).
Posteriormente las células se lisaron utilizando el método de sonicacion (Fisher
Scientific) por 20 ciclos (10 s encendido, 30 s apagado) a un 30 % de intensidad.
Para remover los remanentes celulares, se centrifugo el lisado en 2 rondas a

11000 g por 30 minutos.

Ambos factores de iniciacion fueron purificados por cromatografia de
intercambio catiénico en la columna HiTrap SP HP (GE Healthcare Life
Sciences, Uppsala, Suecia). Los sobrenadantes fueron cargados manualmente
en la columna (1 mL de volumen de columna) y fueron subsecuentemente
sujetos a un gradiente lineal de NH4CI (0,05 M -1 M) en un sistema HPLC Jasco
(Jasco, Tokio, Japon). IF3 eluyé a 600 mM NH4CI (0.05 M Hepes pH 7, 10%

glicerol, 6 mM 2-Mercaptoetanol) y se observd cualitativamente su pureza a



15

través de un gel SDS-PAGE usando acrilamida al 15%. IF1 fue eluido a 300 mM
de NH4CI. Para la eliminacion de contaminantes en las fracciones de IF1 se
usaron filtros de centrifugacion Amicon Ultra 30 kDa (Merck, Darmstadt,
Alemania) por 10 min a 14000 g a 4°C.

3.2.4. Marcacion fluorescente de IF3 e IF1

IF3e1e6c (proteina sin marcar) fue sometida a una didlisis en buffer de
marcacion (50 mM Hepes pH: 7.1, 100 mM NH4ClI, 10% glicerol, 0.5 mM TCEP)
en un D-Tube™ Dialyzer Maxi (Merck) para remover las trazas de 2-
Mercaptoetanol, este agente reductor evita la uniéon del grupo maleimido del
fluoréforo con las cisteinas de la proteina. Primero, el Dominio C-terminal se
marco en la cisteina recombinante (C166) ya que esta expuesta y reacciono
efectivamente con los derivados de maleimido (Milon et al., 2007). Se incubo en
buffer de marcacion a un exceso de 20 veces de Atto-540Q maleimido (Atto-
Tec) sobre IF3e1esc por 45 minutos. La reaccion se detuvo adicionando 6 mM
de 2-Mercaptoetanol. Se purificd IF3¢cTp®*°? (la proteina IF3 marcada con 540Q
en el extremo C-terminal) del exceso de fluoréforos, utilizando una columna
HiTrap SP HP. Después se lavd con 10 volumenes de columna de Buffera que
contengan 100 mM de NH4Cl. Por dltimo, se dializé IF3¢ctp%°? en buffer de

marcacion que contengan 2 M de urea.

La denaturacion de IF3 resulté en la exposicion de la cisteina cubierta en la
posicion 65 del Dominio N-terminal (Nakamoto et al., 2021). La proteina
parcialmente denaturada se incubo con un exceso de 20 veces la concentracion
molar de Atto-488 maleimido por 1 hora a temperatura ambiente. IF3
doblemente marcado (IF3pL), se purificd del exceso del fluoréforo usando la
columna HiTrap SP HP (Merck). Las proteinas eluidas se dializaron en buffer
de storage (Hepes pH 7.1, 100 m NH4Cl, 10 % glicerol, 6 mM 2-Mercaptoetanol)

y se almacenaron en alicuotas a -80°C. La pureza y eficiencia de la marcacion
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se verifico mediante SDS-PAGE al 15%, donde la fluorescencia se observo bajo
un trans-iluminador UV y el total de proteinas con tincion de azul Coomassie.
IF1 se marcé buffer de marcado (25 mM Tris pH 7.1, 100 mM NaCl, 10% glicerol)
y se usd un exceso de 20 veces de Atto-540Q maleimido (Atto-Tec GmbH,
Siegen, Alemania) por 40 minutos a temperatura ambiente en movimiento. La
proteina marcada fue luego purificada usando la columna HiTrap SP HP como

se describié anteriormente en la etapa de la purificacion de IF3.

3.2.5. Mediciones de cinética rapida mediante la técnica de Stopped-flow

Todas las reacciones de flujo detenido se realizaron en buffer TAKM7 (50 mM
Tris pH 7.5, 70 mM NH4Cl, 30 mM KCI, 10 mM MgCl., 6 mm 2-Mercaptoetanol)
a 25°C y las subunidades de 30S fueron activadas en TAKM21 (buffer TAKM7
con 1/10 volumen 140 mM MgCl.) por 30 min a 37°C. Luego cada reaccion se
centrifugé a 15000 g por 10 min a 20°C. Las medidas de fluorescencia de flujo
detenido se realizaron usando un equipo Stopped-flow SX20 (Applied
Photophysics, Surrey, United Kingdom) mezclando volumenes iguales (90 ul)
de soluciones reactantes. Se us6 un LED monocromatico (470 nm) para excitar
el fluoréforo donador Alexa-488 y fluoresceina y la emisién de la fluorescencia
fue medida a través de un filtro 6ptico con un corte de 515 nm. Las
concentraciones de cada componente usado fueron de: 0.05 yM subunidad
30S, 0.15 uM IFs, 0.15 uM fMet-tRNA™et 0.3 uM ARNm, 0.2 uM GTP en TAKMy.
Los distintos experimentos realizados se llevaron a cabo con 100 pM de
tetraciclina. De manera especifica, para los experimentos de disociacion de
IF 15400, se uso un exceso de 10 veces de IF1 sin marcador fluorescente. Para
los experimentos de “light scattering” se us6 luz monocromatica a una longitud
de onda de 430 nmy la luz dispersada se midié en un angulo de 90° en ausencia
de filtro. Las medidas de fluorescencia y luz dispersa se obtuvieron en mil
puntos entre 20 a 200 s para cada medida. Se registraron de 6 a 8 repeticiones

por cada reaccion y se promediaron subsecuentemente.
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3.2.6. Modelamiento in silico

Los antibioticos Demeclociclina y Tigeciclina fueron modelados en el
ribosoma de Thermus thermophilus utilizando como herramienta el programa
MOE, el cual permitié reconocer las distintas interacciones Ligando-Proteina en
el sitio de union. Para ello, se minimizé la energia dentro del sitio de union y se
categorizdé mediante célculos de energia libre de union y afinidad. Una de las
estructuras utilizadas fueron el cristal obtenido del PDB ID: 4YHH, en el que se
encuentra a Tigeciclina unida a la subunidad ribosomal 30S. Esta estructura se
sometié a una reparacion general de su estructura, utilizando la opcién de
QuickPrep, la cual permitié resolver problemas de protonacion, reconstruccion
de puentes de hidrégeno y minimizacién de energia. Luego a partir de esta
estructura corregida, se editd6 manualmente los atomos del antibiético
Tigeciclina, para la obtencion de Demeclociclina y se minimizo la estructura
nueva para corregir distintos choques estéricos existentes. Una vez corregidas
ambas estructuras, se utilizé la herramienta LigPlot, el cual genera un diagrama
en 2D de las interacciones moleculares del ligando con su sitio de unién. Para
analizar las interacciones moleculares de las tetraciclinas en etapas de
formacion de complejo de iniciacion, se alinearon las estructuras previamente
modeladas, con estructuras en pre-iniciacion y en el complejo de iniciacion (con
los PDBs 5LMQ y 5LMV respectivamente), utilizando el programa Pymol
(Delano Scientific, EE.UU.)
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3.3. Analisis e interpretacion de los resultados

Para el andlisis e interpretacion de los resultados se utilizé el programa
Prism 8.0 (GraphPad Software, La Jolla, CA, United States). Las curvas
promediadas fueron analizadas con ecuaciones exponenciales de regresion no

lineal (ecuacién 1, 2)

F = Fo + F1 * exp (-Kapp1 * t) (1)

F=Fo+F¢* exp ('kapp1 * t) +F,* exp ('kappz * t) (2)

Para los experimentos de uniéon de Dem y Tig al complejo 30S-IF3pL se
calcularon las constantes ki1, k-1, k2 y k2 a partir de la suma y el producto de las
constantes aparentes kapp1 Y kapp2 para cada titulacion. Mientras la constante de

disociacion (Kp) fue calculado usando la siguiente ecuacion:

Ko = (k1 x ko x ki) [ (k2 + k2)
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CAPITULO 4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Resultados

4.1.1. Determinacién de las constantes cinéticas de IF3 ante la llegada de

las tetraciclinas

IF3 evita la asociacion de la subunidad 30S con la subunidad 50S,
suministrando de esta forma, subunidades ribosomales 30S libres para iniciar la
traduccion (Pon & Gualerzi., 1984). Por tal motivo, es el primer factor de iniciacion
en unirse a la subunidad ribosomal 30S (Wintermeyer & Gualerzi, 1983; Milon et
al., 2012). Esta proteina esta conformada por dos dominios, que se encuentran
unidos por un conector altamente flexible rico en lisina, y actuando
independientemente con la subunidad 30S (Sette et al., 1999; Laursen et al.,
2005). Para poder observar el efecto de la unién de las Tetraciclinas en la
estructura de IF3 pre-unido a la subunidad 30S, se utilizé IF3pL, marcado con el
fluoréforo donador en el NTD (Dominio N-terminal) y el fluoréforo receptor no
emisor en el CTD (Dominio C-terminal). La subunidad 30S pre-unido a IF3p. se
mezclé en un Stopped-flow con diferentes concentraciones de Demeclociclina y
Tigeciclina. Para descartar que los cambios en la conformacién de IF3 se deban
al efecto de la diluciéon al momento de mezcla con los compontes de la jeringa B,
se utilizé el buffer unicamente. De esta manera el aumento o disminucién de la
fluorescencia resultante de la mezcla, estara en funciéon del alejamiento o

acercamiento de los dominios respectivamente (Figura 4).
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Al mezclar cada tetraciclina con el complejo 30S-IF3p. se observd una

disminucién de la fluorescencia (Figura 4), indicando asi el acercamiento de

ambos dominios de IF3. Los ensayos de titulacién mostraron que esta reduccién

dependia de la concentracién de cada tetraciclina.
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Figura 3. Titulacion de las tetraciclinas. Curvas de fluorescencia de obtenidas

por la llegada de distintas concentraciones de (A) Demeclociclina (100 a 500 uM)

y (B) Tigeciclina (100 a 500 uM) al Complejo 30S-IF3p..
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Luego, se realizdé el mismo experimento, pero con el factor IF1 pre-unido al
complejo 30S-IF3 y se observo que las sefales de fluorescencia disminuyeron
en el tiempo (Figura 5), evidenciando el acercamiento de los dominios de IF3. Sin
embargo, las amplitudes de las sefales fueron menores y mas lentas a las

observadas en los complejos ausentes de IF1 (Figura 4).
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Figura 4. Titulacion de las tetraciclinas en presencia de IF1. Curva de
fluorescencia de la llegada de distintas concentraciones de (A) Demeclociclina

(100 a 500 uM) y (B) Tigeciclina (100-500 uM) al Complejo 30S-IF3p.-IF1.
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Para las pruebas cinéticas con Dem, en el complejo 30S-IF3pL se obtuvo un
k1=0.0007+2.23x10° uM-'s™!, mientras que en presencia de IF1 fue
k1=0.0005+6.48x10° uM-'s-'. Las constantes de velocidad de la reaccion reversa,
k.1, indicadas por interseccion de la recta con el eje y, mostraron valores cercanos
a cero. Se calcul6 un k-1=0.10£0.01 s para el complejo en ausencia de IF1, sin
embargo, la presencia de IF1 hizo disminuir el k-1 en un 80% obteniéndose
0.02+0.01 s™'. Cuando se uso Tig, se obtuvo k7=0.009+0.001 uM-'s™" para el
complejo 30S-IF3p. y k1=0.005+£0.001 uM-'s™" para el complejo con IF1. Ademas,
la constante k-1=2.932+0.353 s™' que se obtuvo del complejo sin IF1, mostré una

disminucién considerable en presencia de IF1 (k-1= -0.02+£0.22 s™).
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Figura 5. Dependencia de velocidades aparentes (kapp) de IF3 ante la llegada
de (A) Demeclociclinay (B) Tigeciclina. Para ambos antibioticos estos ensayos
se realizaron en ausencia (cuadrados negros) y presencia de IF1 (circulos

azules)
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4.1.2. Determinacion de los cambios cinéticos de unién de IF1 en

presencia de las tetraciclinas

Como se observd en los resultados anteriores, tanto IF1 como ambas
tetraciclinas ocasionan respuestas similares en la conformacién de IF3pL
(acercamiento de los dominios) al momento de unirse a la subunidad ribosomal
30S. Dado que ambos se unen al sitio A del subunindad 30S, las tetraciclinas
podrian actuar como IF1, promoviendo una union mas eficiente de IF3 y por tanto

estimulando su unién.

Para estudiar si la presencia de tetraciclinas ocasiona cambios en la afinidad
de IF1 por la subunidad ribosomal 30S, se realizaron pruebas en las cuales se
determinaron las constantes de disociacion de IF1 en el equipo Stopped-Flow.
Para ello, se formé el complejo 30S-IF3488-|F 1s40q-Tetraciclina y se mezcld con
IF1wT a 10 veces la concentracion de la del IF1s40q unido al complejo. Dado que
ambos IF1 tienen afinidad por el mismo sitio de unién, IF1wt al estar en exceso,
tiende a unirse al sitio A, mientras que IF1s400 se disocia del complejo. Esta
disociacion resulta en un aumento fluorescencia por el alejamiento del fluoréforo
no emisor unido en el IF1. Este sistema de sefial FRET sirvié para observar si la
presencia del antibidtico afecta la velocidad (constante de disociacién) a la cual

IF1 se disocia del complejo formado.

Para validar que la sefial FRET se deba estrictamente al alejamiento de
ambas proteinas marcadas, se diseiaron 3 pruebas. En el primer experimento
se mezcld el complejo 30S-IF348 contra IF1s40q, Observandose una disminucion
en la fluorescencia ante el acercamiento de IF1 al complejo formado (Figura 7).
Para afirmar que esta disminucién de sefial FRET se deba netamente al

acercamiento de IF1s40q a IF3%88 y no a un efecto estérico, se realizé un segundo
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ensayo en el cual se us6 IF1wTt en lugar de IF1s40q, l0 cual resulté en ninguna
variaciéon de fluorescencia que fue lo esperado. Dado que se comprobd la
variacion sefial FRET ante la interaccion de estas 2 proteinas, el tercer
experimento fue demostrar lo contrario, es decir, el aumento de fluorescencia
ante la disociacidn de IF1s40q. Para ello se mezclo el complejo 30S- IF3*88- |[F1540q
con IF1 en 10 veces de exceso, dando como resultado un aumento de
fluorescencia debido a que la asociacion de IF1wt se ve favorecido por su alta

concentracion.

— IF1 10X

wt

Fluorescencia (U. A.)

Figura 6. Controles experimentales para probar el funcionamiento de la
sefal FRET entre la interaccién de IF33 e IF1540q. El control con IF 1s40q (rojo)
indica el efecto quenching o desactivacion fluorescente sobre IF3488, El control
con IF1wt1X (azul) indica que los cambios no se deban a efectos estéricos y el
control con IF1wt10X (verde) indica que su exceso favorece su asociacion al sitio

de union por sobre el IF1s400 €n menor concentracion.
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Para evaluar si la presencia de Demeclociclina y Tigeciclina ocasionaban
cambios en la afinidad de IF1, se mezclaron los complejos 30S-IF34%-|F 1540q €n
ausencia y presencia de cada una de las tetraciclinas, contra IF1wt a una
concentracion de 10 veces de exceso molar con respecto a IF1 marcado
fluorescentemente. Como se observa en la Figura 8, la presencia de IF1wt en
exceso compite por el mismo sitio de union con IF1s40q, l0 cual resulta en la
disociacion de IF1ss0q y asociacion de IF1wr. No obstante, las distintas
amplitudes en el aumento de la fluorescencia mostraron el efecto de cada
antibidtico en la disociacion de IF1 es distinta. Se evidencid por ejemplo que la
presencia del antibiético Tigeciclina en el 30S PIC ocasiona que el cambio de
sefal de fluorescencia sea considerablemente menor en comparacion a

Demeclociclina.
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Figura 7. Disociacién de IF1s40q ante la llegada de IF1wr 10X. Se midieron las
velocidades de disociacidon de IF1s10q tanto en ausencia de tetraciclinas (azul),

como en presencia de cada una (verde y rojo)
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Las senales de disociacién de IF1s40q tuvieron una dependencia de 2 fases
en el tiempo. La aplicacion de un analisis de regresion permitio obtener las
velocidades aparentes para cada complejo, de las cuales se calculé las
velocidades promedio. Se obtuvo que ante la llegada de IF1wt 10X en el complejo
sin tetraciclinas, la constante promedio a la cual IF1ss0q se disocia es
0.361+0.004 s™'. Cuando en el complejo se encontraba unido Demeclociclina y
Tigeciclina, las constantes de velocidad promedio fueron 0.252+0.003 s y
0.059+0.001 s respectivamente. Este andlisis muestra que la presencia de
Tigeciclina en el complejo, ocasiona que la velocidad de disociacion de IF1s400
disminuya 6 veces a cuando se encuentra ausente en el complejo. Aunque la
presencia de Demeclociclina ocasioné que la velocidad de disociacion de IF1s40q
disminuya, el efecto de este antibidtico en la afinidad de IF1s40q No llega a ser tan
notorio como con Tigeciclina. Por tanto, la presencia de Tigeciclina en esta etapa
en la formacién del complejo de iniciacién podria estar afectando la afinidad de

IF1, causando que aumente considerablemente.

Tabla 1. Constantes de velocidad de la disociaciéon de IF1 en presencia de

tetraciclinas e IF3

A B Kapp1 (s™) Kapp2 (s™) Kavg (s™")
30S-IF3*88-IF 1540q IF1 10X 1.09+0.02 0.252+0.001 0.361%£0.004
30S-IF3*%-|F15400- IF1 10X 0.022+0.001 0.409+0.013 0.059+0.001
TIG
30S-IF3*%-|F15400- IF1 10X 0.784+0.012 0.165+0.001 0.252+0.003
DEM
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4.1.2.1. Efecto de Tigeciclina y Demeclociclina en el 30S PIC

Uno de los eventos importantes que atraviesa el inicio de la traduccion
bacteriana, es la formacion del Complejo de pre-iniciacion 30S (30S PIC), el cual
esta conformado por la subunidad ribosomal 30S, los tres factores de iniciacion,
el ARNm y fMet-ARNt™e!, estos dos ultimos unidos de manera independiente a
la interaccion codon-anticodon (Gualerzi & Pon., 2015). Para estudiar si
Tigeciclina y Demeclociclina afectan la afinidad de IF1 en el Complejo de pre-
iniciacién, se procedié a mezclar en Stopped-flow el PIC 30S con el antibiético,
pero en ausencia de fMet-ARNt™et para evitar la interaccion coddén-anticodon,
siendo nuestra seiial FRET, la interaccion de IF3488 e IF 1s40q, contra 10 veces de

exceso de IF1wr.

A partir de los resultados obtenidos se observa que la disociacion de IF1
disminuye cuando ambas tetraciclinas se encuentran unidas en el 30S PIC
(Figura 9). La amplitud de la fluorescencia disminuyé a la mitad cuando
Tigeciclina se encontraba unida al complejo, los cual nos indica que este
antibidtico ocasiona que a la mitad de IF1s40q les cueste disociarse a diferencia
cuando el antibidtico se encuentra ausente. Ademas, el tiempo en el cual la
disociacion ocurre es el mas largo, esto podria deberse a la estabilidad a la cual

IF1 ha alcanzado en este paso.
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Figura 8. Disociaciéon de IF1s4q del 30S PIC ante la unién de IF1wr 10X. Se
obtuvieron aumentos de fluorescencia mas lentos en presencia de Tigeciclina

(rojo) y Demeclociclina (verde) que en ausencia del antibidtico (azul).

El incremento de fluorescencia tuvo una naturaleza bifasica y al realizarse un
analisis de regresion no lineal, se obtuvo dos exponenciales correspondientes
para las constantes aparentes (kapp? Yy Kapp2) @ partir de las cuales se calcul6é una
constante promedio (kavg). De acuerdo a los datos numéricos, la constante de
velocidad a la cual IF1 se disocia de PIC en ausencia de las tetraciclinas es
kavg=0.041+0.001 Este valor disminuye a aproximadamente a la mitad cuando la
tetraciclina de tercera generacién, Tigeciclina, ya se encuentra unida al PIC.
Demeclociclina posee un kayg=0.061£0.001, el cual es mas alto al del PIC con

tetraciclina ausente.

Tabla 2. Constantes de velocidad de la disociacion de IF1 en presencia de

tetraciclinas en el 30S PIC.

A B kapp1 (s™) kapp2 (s™) kavg (s™)
PIC IF1 10X 0.026+0.001 0.133+0.001 0.041+0.001
PIC+TIG IF1 10X 0.012+0.001 0.145+0.003 0.028+0.001

PIC+DEM IF1 10X 0.018+0.001 0.424+0.014 0.061+0.001
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41.2.2. Efecto de Tigeciclina y Demeclociclina en el 30S IC

Para estudiar los efectos de las tetraciclinas en esta etapa del inicio de la
traduccién, se mezclé en Stopped-flow el Complejo de Iniciacion 30S incubado
con cada antibiotico contra IF1 en 10 veces de exceso molar. Como donador de
la sefial FRET se volvié a usar IF3*88 e |F1s400 como aceptor no emisor. De tal
modo que al disociarse IF1s40q del 30S IC, se pudiera registrar cambios en la

fluorescencia.

En presencia de todos los componentes del 30S IC, el efecto de los
antibidticos sobre la disociacion de IF1 cambid. Los resultados mostraron un
aumento de fluorescencia en todas las pruebas realizadas, lo cual indica la
asociaciéon de IF1wt en exceso y disociacién de la proteina IF1s40q del complejo
formado. La presencia de Tigeciclina en el complejo tiene un efecto en los
primeros segundos al disminuir la velocidad de disociacién de IF1s40q, Sin
embargo, se observa que aproximandose a los 300 segundos la amplitud de
fluorescencia se acerca al aumento obtenido en ausencia de tetraciclinas en el
complejo (Figura 10). En tanto, al estar Demeclociclina unida en el complejo, se
registré también un aumento de fluorescencia, lo cual evidencia disociacion de

IF1, no obstante, fue mas lento y de menor amplitud.
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Figura 9. Disociacion de IF1s40q del 30S IC. Esto se realizé ante la union de

IF1wt 10X en ausencia de cada tetraciclina pre unida al 30S IC.

Las sefales de aumento de fluorescencia se ajustaron con una ecuacion
exponencial de una fase, obteniéndose asi las constantes aparentes de velocidad
para cada mezcla. Las constantes aparentes para Demeclociclina y Tigeciclina
fueron Kapp1=0.012 £0.001 s 'y kapp1=0.014 + 0.001 s respectivamente, mientras
que en ausencia de tetraciclina fue de kapp1=0.024 + 0.001 s™'. Estos resultados
numéricos indicaron que efectivamente la presencia de ambas tetraciclinas,
disminuyeron la velocidad a la cual IF1s40q se esta disociando. No obstante, al
estar unido Demeclociclina al 30S IC, a IF1 le estaria costando mas disociarse
ya que es dos veces mas lenta que en condiciones de ausencia de antibidtico.
Tigeciclina por su parte, a pesar de ser una tetraciclina de tercera generacion, no
ejerce un efecto tan marcado en la disociacion de IF1, como si lo habia hecho en

etapas anteriores del inicio de la traduccién
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Tabla 3. Constantes de velocidad de la disociacién de IF1 en presencia de

tetraciclinas en el 30S IC.

A B kapp (s7)
30SIC IF1 10X 0.024+0.001
30SIC + TIG IF1 10X 0.014+0.001

30SIC + DEM IF1 10X 0.012+0.001

4.1.2.3. Efecto de Tigeciclina y Demeclociclina en la formacién del complejo
70S IC

En el ultimo paso en la iniciacion de la sintesis de proteinas muestra que el
complejo de iniciacién 30S se asocia con la subunidad ribosomal 50S para formar
por ultimo el complejo de iniciaciéon 70S (Milon & Rodnina, 2012). Este proceso
comprende también la disociacion de los factores de iniciacion IF1, IF2 e IF3 de
la subunidad ribosomal 30S. Por tal motivo, en este ensayo, para determinar si
IF1 se esta disociando ante la llegada de la subunidad ribosomal 50S, se mezcl6
en Stopped Flow el Complejo de iniciacién 30S incubado con cada antibiotico
contra la subunidad ribosomal 50S. Como donador se usé fMet-ARNt™et marcado
con fluoresceina y como aceptor no emisor se uso a IF1s40q, de modo tal que al
acoplarse la subunidad ribosomal 50S al 30SIC, IF1s40q termine por disociarse
del complejo de iniciacion 30S para asi obtener una senal de aumento de

fluorescencia.

En los resultados se observé que la llegada de la subunidad 50S ocasiona
una senal de aumento de fluorescencia obtenida en condiciones sin antibidtico

(Figura 11), confirmando asi que el factor de iniciacion IF1 se esta disociando,
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alejandose del fMet-ARNt™et marcado con fluoresceina. Cuando Demeclociclina
se encuentra unida al complejo de iniciacion 30S, el resultado muestra la misma
tendencia de disociacion de IF1, es decir, en ese estadio Demeclociclina parece
no ejercer ningun efecto sobre IF1. No obstante, se registré una disminucién de
fluorescencia cuando la subunidad ribosomal 50S llega al complejo de iniciacion
30S ante la presencia de Tigeciclina. Esto se puede traducir como un
acercamiento mutuo entre ambos componentes marcados (IF1ss00 y fMet-
ARNt™et) o como un acercamiento llevado a cabo solamente por uno de estos

componentes marcados
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Figura 10. Llegada de la subunidad ribosomal 50S al 30S IC. La disociacion
de IF1s40q en presencia de Demeclociclina (verde) se produce a similar velocidad
cuando esta ausente el antibidtico (azul). Por otra parte, se produjo un
acercamiento de IF1s40q y fMet-ARNt™et cuando Tigeciclina se encontraba unido
al 30S IC.
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La senal obtenida por IF1 se estudid mediante un analisis de regresion no
lineal usando una curva exponencial de dos exponentes. A partir de las
constantes aparentes halladas se calcularon las constantes promedio. En
condiciones de ausencia de antibidtico, la constante de velocidad promedio fue
kavg=0.231+0.01 s, mientras que en presencia de Tigeciclina y Demeclociclina
fueron 0.122+0.004 s y 0.363+0.064 s™' respectivamente. Se evidencia que la
Demeclociclina acelera 1.5 veces mas rapido la disociacion de IF1 a la llegada
de la subunidad ribosomal 50S. Tigeciclina por su parte, ocasiona que la
velocidad disminuya a la mitad, pero no por causa de una disociacion, sino por

una disminucion de distancia entre IF1s40q y fMet-ARNt™et,

Tabla 4. Constantes de velocidad de disociacion de IF1 en presencia de

tetraciclinas durante la formacion del 70S IC

A B kapp1 (5-1) kappZ (5-1) kan (3-1)
IC 50S  0.358+0.009 0.099+0.003 0.231+0.010
IC+ TIG 50S  0.400+0.013 0.034+0.001 0.122+0.004

IC + DEM 50S  0.216+0.015 0.561+0.053 0.363+0.064
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4.1.2.4. Efecto de Tigeciclina y Demeclociclina en el acoplamiento de la
subunidad ribosomal 50S al 30S IC

Uno de los métodos llevados a cabo para monitorear la asociacion y
disociacion de las subunidades ribosomales es a través de la técnica de
dispersion de luz (light scattering) (Grunberg-Manago et al., 1975). Por tal motivo,
para estudiar el efecto de Tigeciclina y Demeclociclina en la formacion del
complejo ribosomal 70S, utilizando un equipo Stopped Flow, se mezclo el
complejo de iniciacion 30S incubado previamente con cada tetraciclina contra la
subunidad ribosomal 50S. La sefal registrada corresponde a la luz que se

dispersa al formarse el complejo ribosomal 70S.

Se observd que la sefal de luz dispersa registrada aumenta
exponencialmente en el tiempo para ambos ensayos (Figura 12). Esto indica que
ambas subunidades se estdn asociando formando el 70S IC. La asociacién
registrada en condiciones normales (sin tetraciclinas) y en presencia de
Tigeciclina alcanzan amplitudes parecidas. Sin embargo, la constante de
velocidad obtenida al ensamblarse la subunidad 50S a la menor en presencia de
Tigeciclina fue menor. Esto podria deberse al efecto estabilizador previamente
observado de Tigeciclina en la proteina IF1, el cual debe desacoplarse de la
subunidad menor, junto con los otros factores de iniciacion para un correcto

acoplamiento de la subunidad 50S.
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Figura 11. Acoplamiento de la subunidad ribosomal 50S al 30S IC. Curvas
obtenidas por el aumento de la dispersion de la luz ocasionada por la formacién

del 70S IC en ausencia (azul) y presencia de las tetraciclinas (verde y rojo)

Las sefiales de acoplamiento de las subunidades ribosomales se ajustaron a
una curva exponencial de dos fases y mediante un analisis no lineal se obtuvieron
las constantes aparentes y amplitudes de dispersion de la luz. En ausencia del
antibiotico la constante aparente promedio fue kag=0.803+0.014 s™', mientras que
en presencia de Tigeciclina se obtuvo Kag=0.157+0.003 s™'. Esto indica que
Tigeciclina ocasiona que la velocidad de asociacion de ambas subunidades
ribosomales disminuya 5 veces en relacion a las condiciones en las cuales el

antibiotico de tercera generacion se encontraba ausente.
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Tabla 5. Constantes de velocidad de disociacion de IF1 en presencia de

tetraciclinas durante el acoplamiento de la subunidad 70S

A B kapp1 (s™) kapp2 (s™') kavg (s™)
IC 50S 1.868+0.040 0.170+0.003 0.964+0.023
IC+ TIG 50S 0.284+0.005 0.061+0.001 0.185+0.004
IC + DEM 50S 2.842+0.054 0.168+0.002 1.336+0.061

4.1.3. Interpretacion de los contactos de Tigeciclina y Demeclociclina con
IF1

Los ensayos de cinética rapida realizados a ambas tetraciclinas mostraron
cdmo pueden impactar en la conformacién estructural de IF3, en la estabilidad de
la proteina IF1 a lo largo de las distintas etapas de la iniciacion de la traduccion
y en la formacion de la Complejo 70S. Aunque los datos mostrados brindan
informacion aproximada de lo que sucede a nivel cinético, no informa acerca de
las disposiciones estructurales ni de los posibles contactos entre los antibidticos

y los factores de iniciacién IF1 e IF3.

A partir de los estudios mencionados se modelaron las interacciones entre
los dos antibiéticos en dos complejos del inicio de la traduccion, el complejo 30S
PIC (PDB ID 5LMQ) y el Complejo 30S IC (PDB ID 5LMV) (Hussain et al., 20126)
y también se utilizaron estructuras donde solamente se encontraba la subunidad
30S con Tigeciclina (PDB ID 1197) y tetraciclina (PDB ID 4YHH) (Pioletti et al.,
2001; Schedlbauer et al., 2015).
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Los datos estructurales obtenidos a partir del 30S PIC y del 30S IC mostraron
que tanto Tigeciclina como Demeclociclina interactian con las siguientes
estructuras ribosomales: h31 (963-966) y h34 (1052-1055, 1195-1199). Estas
interacciones fueron reportadas en estudios previos en los cuales dichas hélices
(h) de la subunidad 30S, suelen ser las principales estructuras con los cuales las
tetraciclinas establecen contacto en el sitio A de la subunidad ribosomal 30S
(Boelen & Gualerzi, 2002). En el modelamiento obtenido a partir de la subunidad
ribosomal 30S y las tetraciclinas se observé que no hubo grandes diferencias en
las interacciones entre antibidticos. Estaban presentes enlaces puente de
hidrogeno con los nucledtidos G1053, C1195 y G1197, ademas de la importante

interaccién areno con C1054 (Figura 13).

Dado que Demeclociclina ocasionaba cambios en la afinidad de IF1 en
distintas etapas de la iniciacion, se model6d este antibidtico en el complejo 30S
PIC y se reportaron interacciones ionicas entre el grupo NH del C4 de
Demeclociclina y el C1054 (de la subunidad 30S). Mientras que en el 30S IC, el
C1054 de la subunidad menor establecia enlaces puentes de hidrégeno con los
grupos OH y CO de C10 y C11 respectivamente. Ademas, en esta etapa la
retencion de IF1 podria justificarse al notarse dos interacciones exclusivas de
Demeclociclina, observandose asi que el residuo A1397 de la hélice 28 establece

un enlace puente de hidrogeno con el grupo carbonilo del C12.

Tigeciclina presenta cercania al nucledtido U40 del ARNTr, el cual a su vez se
encuentra cerca del dominio carbono terminal de IF3 en la estructura del 30S
PIC. Ademas, presenta interacciones particulares en el 30S IC con hélice 18. Sin
embargo, la figura 13(b), muestra posibles contactos con 6 aminoacidos de IF1
(Lys39, Met42, His43, Tyr44, lle45 y Arg70) en el 30S IC, explicando asi el efecto

potente de Tigeciclina sobre la afinidad de IF1, el cual es mayor que
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Demeclociclina, que solo muestra 3 posibles contactos. De manera adicional al
efecto del residuo tert-butilamidoglicol, exclusivo de Tigeciclina, este residuo
interactua quimicamente con el grupo funcional imidazol de la histidina 43, siendo
estos contactos adicionales importante para explicar el comportamiento de este

antibidtico a lo largo del inicio de la traduccion.

Figura 12. Modelamiento del sitio de unién de las tetraciclinas usadas en el
30S IC (PBD: 5LMN). Acercamiento a los sitios de unién de (A) Demeclociclina
y de (B) Tigeciclina, detallandose un mapa de interaccién en la parte inferior de
cada una. Los residuos de IF1 que se aproximan a las tetraciclinas estan
representadas en circulos. Las lineas punteadas que rodean a las tetraciclinas
corresponden a la distancia al interior del sitio de unién. La interaccion areno-

cation esta representada en color verde. Fuente: Barrenechea et al (2021)
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4.2. Discusion

El nuevo grupo de tetraciclinas fueron llamadas glicilciclinas, por el grupo
glicilo en el C9 del anillo D del nucleo de su estructura (Chopra, 2002). Entre las
mas conocidas y estudiadas de este nuevo grupo, se tiene a la Tigeciclina, la cual
posee una mejor actividad antimicrobiana (Rasmussen et al., 1994; Bergeron et
al., 1996) debido a la mayor afinidad que le confiere el residuo glicilo en el C9
(Bauer et al., 2004). Si bien el mecanismo de accion conocido sefiala su unién a
la subunidad ribosomal 30S para impedir la unién del aminoacil-tRNA
(Commancher and Mandel, 1965; Suzuka et al., 1966) en la etapa de la
elongacion, la cercania de su sitio de unién (sitio A) con otros componentes como
IF1, podrian develar posibles efectos no conocidos en la etapa mas temprana de

la traduccion bacteriana.

Las primeras pruebas cinéticas fueron llevadas a cabo en un complejo
temprano de traduccion (30S-IF3pL) ante la llegada de cada tetraciclina. Las
sefales mostraron disminucion de la fluorescencia ante la llegada de ambas
tetraciclinas al complejo 30-IF3p., indicando asi que los dominios de IF3 (amino
y carbono terminal) se estan aproximando por el acoplamiento de las tetraciclinas
a la subunidad menor (Figura 4, 5). Este primer efecto sobre la conformacién
estructural en IF3 ya da luz del gran impacto que estos antibioticos tienen el inicio
de la traduccion, debido a que IF3 se encuentra presente en todas las etapas del
inicio hasta llegar a conformar 70S IC (Milon et al., 2008; Takahashi et al., 2013).
Si bien estos cambios sucedieron en ambas tetraciclinas, Tigeciclina ocasion6
que el acercamiento de los dominios sea mas rapido en comparacién a

Demeclociclina (Figura 4)
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Por otro lado, siguiendo el curso hacia la formacion del Complejo 70S, el
presente trabajo probd los cambios de la conformacion de IF3 en el Complejo
30S-IF1-IF3pL. Se observé que al igual que en el experimento anterior, la
fluorescencia disminuye, sin embargo, las amplitudes obtenidas para ambas
tetraciclinas fueron menores y mas lentas en el tiempo a las observadas en los
complejos en ausencia de IF1 (Figura 5). EI cambio conformacional de abierto a
cerrado de IF3, ocurre también al unirse IF1 al Complejo 30S-IF3 (Elvekrog and
Gonzalez, 2013; Chullunkuy et al., 2016), por lo que se podria inferir que
Tetraciclinas estaria ocasionando los mismos efectos que IF1 al unirse al
complejo. Por tanto, la disminuida amplitud obtenida en estos experimentos,
corresponden a un previo acercamiento de los dominios de IF3 por causa de IF1.
Dado que IF1 y las tetraciclinas ocasionan el mismo resultado en IF3, se podria
evidenciar que las tetraciclinas actuarian como los IF1 en etapas tempranas del
inicio de la traduccién. Los datos cinéticos muestras que tanto Demeclociclina,
como Tigeciclina ocasionaron que la constante de velocidad de disociacién (k-1)
de IF3 disminuyera cuando IF1 se encontraba presente (Figura 5), lo cual indica
como IF1 y las tetraciclinas actuan cooperativamente para estabilizar mas el
Complejo 30S-IF3.IF1. Esta funcion de cooperacién podria explicarse
principalmente debido al hecho de que ambas se unen en el sitio A de la
subunidad menor (Carter et al, 2001; Chopra, 1985). Si comparten similares
funciones, las tetraciclinas podrian también influir en la afinidad de IF3 y
viceversa, esto debido a que estudios previos mostraron que ambos factores, IF1
y IF3, de iniciacién actuan de manera cooperativa incrementando la afinidad uno
del otro (Milon et al., 2012; Takahashi et al., 2013). Por otra parte, de acuerdo a
estructuras obtenidas por criomicroscopia electronica, este efecto cooperativo
seria explicado por contactos entre el CTD de IF3 e IF1 en etapas tempranas de
la iniciacion (30S-IFs) (Hussain et al., 2016).
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Las constantes cinéticas obtenidas nos revelan importantes hallazgos acerca
de la estabilidad de IF1 en el complejo 30S-IF3-IF1, en presencia de las
tetraciclinas. Como se observa en la Figura 5, 6 la ausencia o presencia de IF1
parece no afectar la k1 en presencia de Demeclociclina. Solamente los valores
de las constantes de velocidad reversa mostraron una diferencia en el cual, k.4
en presencia de IF1 es cercano a cero. Dicho resultado podria evidenciar el
efecto estabilizador de IF1 sobre el cambio estructural de IF3 en etapas
tempranas de la formacion del complejo de iniciacion. Esta estabilizacién podria
traducirse como un cambio en la estructura de IF3, que mejora la afinidad por la

subunidad ribosomal 30S.

En el caso de Tigeciclina, la disminucion de sefial fue visiblemente mas
rapida que a la llegada de Demeclociclina. La amplitud obtenida fue cercana a la
unidad en el complejo con ausencia de IF1, mientras que en presencia de IF1 la
amplitud disminuye menos de la mitad. Ademas, la constante k-1=2.932 + 0.353
s™! que se obtuvo del complejo sin IF1, mostré una disminucidn considerable en
presencia de IF1 (k-1= -0.02 + 0.22 s'). Esto muestra la como la afinidad de IF3
por la 30S se ve mejorada por la presencia de IF1 en el Complejo. El presente
ensayo postula que dicho efecto en la disociacion sobre IF1 podria asociarse a
un posicionamiento del antibiético en el sitio A del ribosoma que favoreceria algun
tipo de interaccion con IF1, ocasionando asi que la eyeccion de la proteina se
vea afectada. Adicionalmente, el analisis cinético permite apuntar a que los
grupos quimicos propios de Tigeciclina podrian hacer mas lento el proceso de

disociacion de IF1.
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Dado el efecto de las tetraciclinas sobre IF1, al realizarse un seguimiento a
los cambios de velocidad de disociacion de este importante factor de iniciacion
en las distintas etapas hasta la formacion del 70S IC, se observo que, de manera
general, disminuye la velocidad a la cual se disocia IF1 de cada complejo (Figura
8, 9, 10). Ya en el 30S PIC se observd como Tigeciclina consiguié aumentar al
doble el tiempo en que IF1 se disociaba, la presencia de Demeclociclina por su
parte también ocasiond una disminucion de la disociacion, aunque en menor
medida en comparacioén con Tigeciclina. Desde el punto de vista estructural, la
principal diferencia entre Demeclociclina y Tigeciclina es el residuo 9-t-
butilglicilamido unido al anillo D de Tigeciclina, y cuyo atomo glicil nitrégeno
establece una interaccién por apilamiento con el orbital 1T de la nucleobase C1054
del ARNr 16S, esto a su vez parece mejorar el apilamiento entre C1054 y U1196
(Jenner at al, 2013). Esta diferencia estructural explicaria no solo que Tigeciclina
tenga una afinidad aproximada de 10 a 100 veces mas alta por el ribosoma
(Schedlbauer et al, 2015), sino también el incremento de estabilidad de IF1 por
su sitio de unién. No obstante, al analizar los resultados estructurales, en esta
etapa no se observé contactos adicionales de Tigeciclina que sustenten los datos
cinéticos (Ver Figura 5 del material suplementario de Barrenechea et al, 2021).
Caso contrario a Demeclociclina, que a pesar de no tener el mismo efecto cinético
sobre IF1, a nivel estructural destaca por la formacion de enlaces puente de

hidrogeno entre el residuo U1196 y los C6 y C11 de la tetraciclina.

En contraste con el comportamiento cinético de Tigeciclina en el 30S PIC, los
resultados mostraron que la presencia de Demeclociclina ocasion6 la mayor
disminuciéon de la velocidad de disociacién de IF1 en el 30S IC. Este paso es
seguido por una mayor estabilizacion entre la interaccion del ARNm y el 30S, el
cual es atribuido a la uniéon codén-anticodén en el sitio P (Matsuda et al., 2012).
Esta transicion (de 30S PIC a 30S IC) representa el primer punto de control

traduccional llevada a cabo por los factores de iniciacion. Por tanto, estos
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cambios de afinidad de IF1 observados por los datos cinéticos, indicarian que
Demeclociclina (y Tigeciclina en menor medida), podria afectar también afectar
la tarea de IF1 en el control de acoplamiento ligandos candnicos en el centro de
decodificacion, debido a que IF1 podria contribuir con la seleccion fiel del sitio de
inicio del ARNm (Moazed et al., 1995). Los datos obtenidos por el modelamiento
mostraron por otra parte que Tigeciclina formoé contactos exclusivos en el 30S IC
con la hélice 18 y contactos adicionales, especificamente a la interaccion areno

con His43 y a los potenciales contactos con Lys39, Tyr44 o Met42 (Figura 13).

En las ultimas etapas de la iniciacion bacteriana, a partir de los experimentos
cinéticos de FRET vy Light scattering, se observé que solamente Tigeciclina
ocasionaba un visible retraso en la asociacion de la subunidad 50S. Las sefiales
FRET mostraron la retencién de IF1 en el complejo que podria estar alterando el
sitio de union del aminoacil-tRNA (Figura 11), mientras que en el siguiente ensayo
el acoplamiento 50S es lento por el retraso de eyeccién de IF1 causado por
Tigeciclina (Figura 12). Estudios realizados por Ramakrishnan (2002) y Milén et
al. (2008), presentaron que IF1 promueve cambios a larga distancia dentro de la
subunidad 30S. Estos cambios, que son cruciales para el equilibrio asociacién-
disociacion de las subunidades ribosomales, pueden ser drasticamente
afectados por la retencion o demora de disociacién de IF1 como se comprobd en
el estudio presente. Esto sumado al hecho de que IF3 impide estéricamente la
formacion de puentes entre las subunidades, disminuyendo el acoplamiento del
50S (Julian et al., 2011; Dallas & Noller, 2001). En condiciones normales durante
la transicion de 30 IC a 70S IC, ocurre la disociacion de IF1, el cual también es
producido por la disociacion de IF3, cuya presencia incrementa su afinidad por el
30S (Celano et al., 1988). Las tetraciclinas, como se acaba de reportar en este
trabajo, podrian impactar el correcto desenvolvimiento de las funciones de IF1.

Asi ésta etapa se estaria sumando como blanco de un mecanismo alterno
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prematuro de inhibicion, mostrando de esta manera que aun hay funciones que

hasta el momento no son del todo conocidas en el grupo de las tetraciclinas.
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CONCLUSIONES

. La unién de las tetraciclinas al complejo 30S-IF3, ocasiona que los dominios

de IF3 se acerquen, adquiriendo asi una conformacién cerrada.

. La unioén de las tetraciclinas al complejo 30S-IF3-IF1, ocasiona que los

dominios de IF3 se acerquen, resultando en un aumento de la afinidad de IF1
por su sitio de unién. Dicho efecto varia a lo largo de la progresién del

mecanismo de inicio de la traduccion en bacterias.

. La transicion de 30S IC a 70S IC es perturbada por Tigeciclina al impedir la

disociacion eficiente de IF1 y ralentizando el acoplamiento del 50S.

. Los analisis estructurales explicaron las posibles razones del aumento de

afinidad de IF1 en los distintos complejos, al revelar contactos no reportados

entre Tigeciclina e IF1 en el Complejo 30S IC.
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