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RESUMEN

La proteina ribosomal S1, codificada por el gen rpsA, esta compuesta por
seis dominios tipo OB de los cuales los primeros dos del extremo amino sirven de
anclaje con la subunidad 30S, mientras que los cuatro restantes sirven para la union
del RNA mensajero (mMRNA). Estas caracteristicas de S1 la hacen esencial para la
formacion del complejo de preinicio de la traducciéon. Se ha reportado que los
dominios 1-3 estén involucrados en la interaccién y desnaturalizacion de mRNA
estructurados, de los cuales el primero parece no ser esencial para la funcién de la

proteina S1.

Asi, en este trabajo se evaluo si los dominios 2-3 de la proteina S1 (S1-D2,3),
le permiten a la proteina S1 conservar su funcion. Para ello se clono la parte
correspondiente a dichos dominios del gen rpsA en el vector pProEx, inducible por
IPTG y se evaluo su efecto en el rescate de viabilidad celular en la cepa 5699 de E.
coli mutante condicional para el gen rpsA. La quimera S1-D2,3 se sobrexpreso6 en
las bacterias E. coli BL21 DE3 y se purificé mediante columna de afinidad. S1-D2,3
quimérica rescat6 parcialmente la viabilidad en células deficientes de S1 lo cual
sugiere gue los dominios 2-3 son capaces de formar complejos ternarios y permitir
la traduccion de proteinas in-vivo. La mutante S1-D2,3 copurific con la proteina S1
endogena de las bacterias E. coli, indicando una interaccion entre sus dominios tipo
OB. El aislamiento de la quimera es importante dado que servira para evaluar su
capacidad de union in-vitro a mRNA y para formar complejos ternarios con mRNA,
subunidades 30S y el tRNA iniciador.



ABSTRACT

The ribosomal protein S1, encoded by rpsA gene, is composed of six OB-type
domains of which the first two at the amino end work as an anchor with the 30S subunit,
while the remaining allow mRNA binding. These characteristics of S1 make it essential for
the formation of the pre-initiation complex of translation. It has been reported that domains
1-3 are involved in the interaction and denaturation of structured mRNA. Out of the three,

the first one is not essential for S1 protein function in-vitro and in-vivo.

Thus, in this work, we evaluated whether domains 2-3 of S1 protein (S1-D2,3) allow
the protein to preserve its function. To this end, a fragment of the rpsA gene containing these
domains was cloned in the IPTG inducible pProEx vector, and its effect in the rescue of E.
coli 5699 cell viability, a mutant conditional for rpsA gene, was analyzed. To purify the
chimera, S1-D2,3 was overexpressed in the bacteria E. coli BL21 DE3, followed by its
purification by affinity column. S1-D2,3 was shown to partially rescue viability in S1-deficient
cells suggesting that domains 2-3 of S1 can form ternary complexes and to allow in-vivo
protein translation. The mutant protein S1-D2,3 copurified together with the endogenous S1
protein indicating an interaction between their OB domains. Isolation of the chimera is
relevant since it will be used to evaluate its ability to bind in-vitro to mRNA and to form

ternary complexes with mRNA, 30S subunits, and tRNA initiator.



1. INTRODUCCION

Los mecanismos de transmision y expresion de la herencia se explican, en la mayoria
de los casos, por el dogma central de la biologia molecular, que propone que los genes
siguen una direccién Unica, desde el DNA, que se transcribe a RNA, y posteriormente se
traduce para producir una proteina; que lleva a cabo la funcién celular y mantiene en
homeostasis a una célula de cualquier tipo. Sin embargo, estudios, realizados
principalmente en virus, han demostrado que no siempre ocurre asi, y que es posible pasar
de RNA a DNA; rompiendo con este concepto de unidireccionalidad de la informacion
(Julidn, 2010). De cualquier modo, la traduccion es esencial para los seres vivos, y se

encuentra altamente controlada, especialmente al inicio.

1.1 Traduccion

La traduccion consiste en una decodificacion de los mRNAs a proteinas, y tiene
cabida gracias a los ribosomas, que se asocian al mMRNA apenas es transcrito; asi, en
bacterias, la transcripcion y la traduccion son procesos acoplados. Esta ultima se divide
tipicamente en cuatro etapas: iniciacion, elongacion, terminacion y reciclamiento (Laursen
et al., 2005). La traduccion es uno de los procesos metabdlicos mas complejos tanto por la
cantidad de elementos como por el nUmero de pasos involucrados. Entre los componentes
gue participan en la sintesis de proteinas destacan los ribosomas, el mMRNA, y los factores

traduccion.

l. Ribosoma

Los ribosomas son considerados enzimas, debido a que catalizan la formacién de
proteinas, para poder hacerlo requieren de multiples proteinas y rRNAs; que se organizan
en dos subunidades. En bacterias la subunidad mayor tiene un coeficiente de
sedimentacion de 50S y la pequefia de 30S. Las dos subunidades del ribosoma se
encuentran disociadas en el citoplasma, debido al factor de iniciacién 3 (IF3) que se ancla

a la subunidad pequefia, impidiendo que se una a la grande.



Subunidad 50S

La subunidad ribosomal grande estd compuesta por 34 proteinas (L1-L34) y dos
RNA que sedimentan a 5S y 23S y contienen 120 y 2,904 nucleétidos, respectivamente.
Seis dominios de estructura secundaria estan definidos por el rRNA 23S (Nogueira &
Springer, 2000), mientras que el rRNA 5S se considera como el séptimo dominio de la
subunidad. En la subunidad 50S se encuentra el sitio activo del ribosoma denominado
peptidiltransferasa, PTC, por sus siglas en inglés (Rodnina & Wintermeyer, 2003)

Subunidad 30S

La subunidad pequefia del ribosoma se compone de 21 proteinas (S1-S21), y de un
RNA de aproximadamente 1500 nucledtidos que tiene un coeficiente de sedimentacion de
16S (Laursen et al., 2005). Esta subunidad ribosomal contiene el centro de decodificacion,
donde los tripletes del mMRNA se emparejan con los anticodones del tRNA vy, por lo tanto,
determinan la secuencia de aminoacidos que se incorporaran en la creciente proteina
(Green & Nollen, 1997).

. MRNA

El mRNA interactia especificamente con el tRNA y con la subunidad ribosomal 30S
durante el inicio de la traduccion. Cuenta con un sitio de union al ribosoma (RBS) que se
extiende aproximadamente 30 nucleétidos (Steitz, 1969). Los mRNA bacterianos son
normalmente policistronicos y poseen mdltiples sefales para el inicio y finalizacién de la

sintesis de proteinas (Laursen, et al., 2005)

Se requieren varios elementos dentro del mRNA para promover la iniciacién
correcta. Rio arriba del codon de inicio (AUG) se encuentra la region no traducida 5° (UTR
5%). Esta region contiene la secuencia Shine Dalgarno (SD), rica en purinas; en el extremo
3’ terminal del rRNA 16S se encuentra la secuencia complementaria a SD; que permite la
interaccion con el mRNA (Shine & Dalgarno, 1974). Una consecuencia directa de la

interaccion SD es el ajuste del coddn de iniciacion al sitio P ribosomal, donde interactta con



fMet-tRNA (McCarthy & Brimacombe, 1994); a la porcion del mRNA en donde se
encuentran estos elementos se denomina RBS, sitio de unién al ribosoma por sus siglas en

inglés.

En bacterias se distinguen dos tipos de mRNAs: canénicos y no candnicos
(leaderless) (Moll et al., 2002). Los primeros tienen los elementos del 5 UTR antes
descritos, mientras que los mMRNAs no candnicos poseen unos cuantos nucleétidos rio
arriba del codon de inicio, pero lo que controla realmente el inicio de la traduccion en este
tipo de mRNA es la interaccion del tRNA y el codon de inicio, por lo que en mRNAs no
candnicos es indispensable la presencia de fMet-tRNA en el complejo transcripcional
(Benelli et al., 2003).

1.1.1 Etapade inicio

El inicio de la traduccioén define la velocidad a la que se incorporaran aminoacidos a
la creciente proteina; varia dependiendo del mRNA; pero tiene un promedio de 15

aminoacidos por segundo (Kennel & Riezman, 1977).

Los elementos involucrados en esta etapa son: los factores de inicio (IF1, IF2 e IF3),
subunidad ribosomal pequefia (30S), subunidad ribosomal grande (50S), mRNA vy

formilmet-tRNA, como se describe en la Figura 1 (Laursen et al., 2005).

El mecanismo descrito por Studer & Joseph (2006) para esta etapa se conoce como
modelo de dos pasos, en donde en primera instancia ocurre una unién de la subunidad
ribosomal 30S con un segmento del MRNA que se encuentre en cadena sencilla, en este
paso la proteina ribosomal S1 juega un papel fundamental; en la segunda fase participan
otros componentes como tRNA y el factor de inicio 2 (IF2); se desnaturaliza la estructura
secundaria que adopta el mMRNA y ocurre la interaccion de la secuencia Shine-Dalgarno y

del coddn de inicio con sus respectivos complementarios.

Los mRNAs suelen estar estructurados en la region UTR 5 para evitar su
degradacién prematura, pero cuanto mas estructurados se encuentren mayor sera la

dificultad para que sean traducidos; se ha visto que estructuras secundarias relativamente



estables disminuyen la eficiencia de traduccién por competencia de las secuencias en cis
del mMRNA (De Smit & Duin, 2003). Por el contrario, secuencias ricas en A/U; que son por
naturaleza poco estructurados, facilitan la interaccién con la proteina ribosomal S1 (Boni et
al., 1991)

l. Factores de inicio

Al factor IF1 se le ha atribuido la funciéon de mejorar la velocidad de asociacién y
disociacion del ribosoma, mediante la estimulacion de la actividad de IF2 e IF3 (Pon &
Gualerzi, 1984). Cuando IF1 se encuentra unido al ribosoma, favorece la unién de IF2 y
juntos aseguran que solo el tRNA iniciador se una al sitio P y que interactie con el codoén
de iniciacién del mMRNA (Canonaco, 1986). IF1 bloguea los tRNA desde el sitio A hasta que
se forma el complejo de iniciacion 70S. La expulsion de IF1 abre el sitio A para los
aminoacil-tRNA entrantes. El IF2 tiene actividad GTPasa, estimula la union del tRNA
iniciador al sitio P de la subunidad pequefia (Choi et al., 1998). IF3 cumple varias funciones
como mantener separadas las dos subunidades ribosomales (Grunberg-Manago et al.,
1975), uniéndose a la subunidad 30S, por otra parte, cuando a los complejos de iniciacién
se une un aminoacil-tRNA (tRNA no iniciador) con tripletes distintos de AUG, GUG y UUG
en el sitio P son disociados por IF3 (Haggerty & Lovert, 1997). Ademas, IF3 participa en el

reciclaje de subunidades.

Il tRNA iniciador

Los tRNA iniciadores tienen caracteristicas estructurales que son reconocidas por
los factores de iniciacion y discriminadas por los factores de elongacion (Kozak, 1983),
ademas la metionina tiene una modificacion, denominada formilacién; que junto con un
tRNA iniciador, aseguran el correcto inicio de la traduccién del mRNA, uniéndose

directamente al sitio P de la subunidad 30S del ribosoma (Laursen et al., 2005).

1.1.2 Etapade elongacion

En esta etapa ocurre el crecimiento de la cadena polipeptidica y el ciclo se repetird

tantas veces como aminodcidos se tengan que agregar. Para completar el proceso de



elongacion se requiere del complejo de iniciacién, diferentes aminoacil-tRNA, determinados
por el siguiente coddn en el MRNA y los factores de elongacion: EF-Tu, EF-Ts y EF-G; y

GTP. Los pasos que se llevan a cabo son la entrada y acomodacion de cada aminoacil-

tRNA, la formacion del enlace peptidico y la translocacién del ribosoma a lo largo del mMRNA
(Juliadn, 2010).

IF1 IF3
) ﬂ fMet-tRNA
|

P4 mRNA

Disociacién de
subunidades

IF2

S

Ribosoma 70S

Subunidad 30S Complejo de preinicio 30S

Interaccion coddn-anticoddn

Subunidad 50S

}
ok

QP-+Pi

Expulsidn de
factores

IF1 IF3 el
) Complejo de inicio 30S

Figura 1: Formacion del complejo de inicio de traduccion, se ilustran los principales componentes: IF1, IF2, IF3,
fMet-tRNA. mRNA, subunidad 30S y subunidad 50 (Laursen et al, 2005)

Complejo 70S de inicio
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1.1.3 Etapa de terminacion

El término de sintesis de una proteina esta dado por la aparicion de cualquiera de
los tres tripletes de terminacion en el mMRNA UAA, UGA, UAG, que son reconocidos por
proteinas extraribosomales, denominadas factores de liberacion de clase | (Factor de
liberacion 1y 2 6 RF1, RF2) (Kisselev et al., 2003). En bacterias, los codones de terminacion
UAG y UAA son reconocidos por el factor RF1, mientras que los codones de terminacion
UGA y UAA son reconocidos por el factor RF2 (Laurberg et al., 2008).

Una vez que el factor de liberacién de clase 1 ha reconocido el cod6n de terminacion,
otro factor de liberacién 3 (RF3) con funcién de GTPasa promueve la rapida disociaciéon de
RF1 y RF2 tras la hidrélisis de GTP (Julian, 2010).

1.1.4 Etapa de reciclamiento

Tras la hidrélisis de GTP por RF3, el factor se disocia del ribosoma, dejando el
MRNA y un tRNA deacilado en el sitio P. El ribosoma se disocia en sus dos subunidades
para un nuevo ciclo de sintesis proteica. En bacterias, el factor de reciclaje (RRF) trabaja
junto con EF-G para llevar a cabo este proceso (Julian, 2010).

1.2 Proteinaribosomal S1

La proteinaribosomal S1 es la proteina mas grande (61 kDa) y acida de la subunidad
30S en Escherichia coli, y comparte identidad con la proteina S1 de diferentes bacterias
Gram-negativas (Farwell et al., 1992). Esta proteina presenta mayor afinidad por mRNAs
ricos en A/U (Kamarova et al., 2005) y algunos autores han considerado a la proteina S1
mas como un factor de traduccion que como una proteina ribosomal real, debido a su débil
y reversible asociacién con el ribosoma (Subramanian, 1983). Consta de 557 residuos de
aminoacidos que se organizan en seis dominios tipo OB (Figura 2); los primeros dos del
extremo N-terminal, que comprenden aproximadamente 190 aminoacidos, le confieren la
capacidad de unirse al ribosoma, a través de la proteina S2 (Byrgazov, et al., 2014), los

altimos cuatro dominios le dan la capacidad de unién al mRNA; ademas el ultimo,

11



correspondiente al extremo C-terminal, esta involucrado en la regulacion autégena del gen
rpsA (Boni et al, 2001).

119 87 106 182 194 266 279 353 366 440 453 526 557

I | | | | | | I I | | | | I
v, <GB} (52 5 (B (BT - o
e Dominios de unién a RNA  ceef

Figura 2: Representacion esquematica de los dominios de la proteina ribosomal S1 (Byrgazov et al, 2014)

S1 es la conexidn inicial entre la subunidad 30S y la regién UTR 5’ del mRNA, para que
ocurra una unién rapida y reversible, la cual va seguida de interacciones especificas entre
la regién Shine-Dalgarno (SD) y el rRNA 16S (Haurgliuk & Ehrenberg, 2006).

Figura 3: Representacion tridimensional del dominio tipo OB de la proteina S1,
destacando los residuos Phe-19, Phe-22, His-34, Asp-64 y Arg-68, que se presume son
los involucrados en la union al mMRNA (Bycroft et al.,1997)

La funcidn de la proteina S1 de dirigir el mMRNA hacia el ribosoma vy facilitar el inicio de
la traduccién se soporta en que S1 puede estar unido al mRNA por crosslinking en
complejos de inicio de la traduccién, presenta alta afinidad a ligandos de RNA similares a
secuencias en mMRNAs conocidas como potenciadores del inicio traduccional, y anticuerpos

anti S1 muestran efectos inhibitorios solamente cuando son afladidos antes del inicio de la

12



traduccion, indicando que la proteina S1 es necesaria para el inicio de la traduccién
(Laursen et al., 2005).

S1.VEcoll
51 VEcoli
S1.VEcol
S1.4Ecoli
S1.5Ecoli
$1.6'Bcoli

PNIVEcoli sel E
Secondary Structure

VIOl - - - T HRA
1 1 2 40
GRNIy T TRIC 0.-.-lejcc. Gxi‘mju[ﬁsomgoxnv
B3

S1. Vool
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PNPEcoll = s vevnvos E Eiivﬁmz KV LENVER- QG- paa
Secondary Structure

al 34

Figura 4: Alineamiento aminoacidico de los seis dominios con plegamiento tipo OB de la proteina S1
y el dominio de unién a RNA de la PNPasa. Se indica con flechas las laminas B, y las hélices a mediante
un cilindro. Los aminoacidos marcados en cuadros gris oscuro se refiere a aquellos conservados
(modificada de Bycroft et al.,1997)

Los residuos en la superficie de la proteina se conservan por razones funcionales y
pueden dar indicios de la region de union al RNA. Bycroft et al. (1997) proponen que los
aminoacidos que confieren esta especificidad son Phe-19, Phe-22, His-34, Asp-64 y Arg-
68 (Figura 3), pues se agrupan en la misma region de la proteina; indicando la probable
region de union al mMRNA, ademas este sitio es topoldgicamente equivalente a los sitios de
union conocidos o propuestos en las proteinas con plegamiento OB, como la exonucleasa
polinucleétido fosforilasa (PNPasa), (Figura 4). Asimismo, esta ultima similitud le otorga a
la proteina S1, segun Delvillani (2011), funcién regulatoria entre la sintesis de proteinay la

degradacion de mRNA.

l. Dominios tipo OB

Los dominios con plegamiento tipo OB reciben este nombre por sus siglas en inglés
(oligonuclotide/oligosaccharide binding), aunque también se han relacionado con
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interacciones proteina-proteina. La familia de proteinas con esta estructura es la que se
encuentra involucrada en la interaccion con DNA o RNA monocatenario; por ello se ha
determinado que son criticas para la replicacion, recombinacién y reparacion del DNA, asi
como para la transcripcion, la traduccion, la respuesta a choque frio y el mantenimiento de

telomeros.

La longitud de los dominios con plegamiento OB oscila entre los 70 y 150
aminoacidos; esta variacion se debe, principalmente a la longitud de los bucles que se
encuentran entre los elementos bien conservados de la estructura secundaria que

conservan una topologia muy similar a pesar de que no existe una fuerte relacién entre las

secuencias de los miembros con esta estructura (Theobald et al., 2003).

L2

Figura 5: Estructura esquematica de las laminas B y giros del dominio con plegamiento
OB, en donde B2, B4 y B5 se encuentran interrumpidas por bucles entre sus
componentes (Arcus, 2002)

De forma general, el pliegue OB es un barril B mixto de cinco cadenas, arregladas
1-2-3-5-4-1 y un extremo del barril esta coronado por una hélice a, en ocasiones también
se puede encontrar una hélice a entre las laminas 3 y 4 y es posible que mediante puentes

de hidrogeno las laminas 3 y 5 cierren el B-barril en un arreglo paralelo (Murzin, 1993).
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Una glicina, o algun otro aminoacido pequefio localizado en la primera mitad de
B1 y un giro B en la segunda mitad permiten que se curvee completamente para rodear al
B-barril. En un andlisis riguroso de las posibles topologias, Zhang y Kim (2000) identificaron
seis topologias posibles distintas para un barril 8 de cinco cadenas, sin embargo, sélo uno

de estos se observa en la naturaleza.

Asimismo, los dominios OB usan una interfaz de union comun a ligandos centrada
en las laminas B2 y B3 (Murzin, 1993). Esta interfaz canonica se forma por bucles entre las
laminas B1y B2, B3y a, ay B4, y B4 y B5, definiendo una hendidura que atraviesa la
superficie del dominio OB de manera perpendicular al eje del B-barril, esta estructura ofrece
una superficie ideal para el reconocimiento de acidos nucleicos, y se ha visto que la mayoria
de los &cidos nucleicos tienen el mismo patrén dentro de esta hendidura, perpendicular a
las laminas B antiparalelas, con una polaridad 5’ a 3’ desde las laminas 4 y B5 a la ldmina
B2 (Theobald et al., 2003).

2. ANTECEDENTES

S1 es esencial para el crecimiento celular y es requerida para la traduccion de muchos
de los mRNA, sin embargo tras la eliminacion de S1 y S2 se mantiene la habilidad de
traducir mRNAs sin RBS (Moll et al., 2002), es decir, S1 sélo es indispensable para mRNAs
candnicos, ademdas experimentos in vitro han demostrado que S1 se requiere para el
correcto ensamblaje de la region no traducida 5’ de los RNAs con la subunidad 30S en los

sitios internos de entrada al ribosoma (Tedin et al., 1997).

Duval et al. (2013) mediante ensayos de retardamiento y toeprinting con S1 silvestre, y
mutantes; demuestran que los tres primeros dominios OB de la proteina S1 confieren a la
subunidad 30S la capacidad de unir y desnaturalizar mRNAs estructurados y los mismos

dominios son indispensables para la viabilidad celular.
Deryusheva et al. (2010) mediante andlisis in silico determinaron que a pesar de que

existe una divergencia respecto a la cantidad de dominios que contiene la proteina S1 en

diversos organismos: variando desde un dominio, hasta seis; se conserva homologia entre
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algunos ellos. En organismos que contienen seis dominios como E. coli el mas conservado

corresponde al dominio 3; dandole una importancia evolutiva respecto a su funcion.

Qureshy et al. (2018) demostraron por espectroscopia de resonancia magnética
nuclear que el dominio 5 de la proteina S1 de Vibrio vulnificus es necesario para la
desnaturalizacion de mRNAs estructurados, dicho dominio es muy similar al dominio 3 de
E. coli, segun analisis in silico. EI mecanismo es un cambio conformacional mutuamente
exclusivo de una lamina B a una hélice a en la estructura secundaria del dominio que

presumiblemente libera energia que es usada para desnaturalizar el mRNA.

Existen estudios que demuestran mediante la sobreexpresion de mutantes de S1 con
deleciones de los dominios, que se requiere de la presencia del dominio 1, y que la falta del
dominio 2 no reduce la afinidad de la proteina S1 por la subunidad 30S (Byrgazov, 2012)

Sin embargo, Cifuentes et al., (2019) confirmaron que la presencia de A/U en el mRNA
favorece su interaccién con la proteina S1, siempre y cuando el nivel de estructuracion del
mensajero sea débil. Asimismo, los dominios dos y tres de S1 son necesarios para la
interaccion de mMRNAs conteniendo adeninas o uracilos en los codones 2-3 con la proteina
S1, asi como para la traduccién de estos mensajeros y para la viabilidad celular; ademas,

la falta del dominio 1 no afecta de manera importante estas funciones.

Por otra parte, S1 es dispensable para mRNAs con una region SD fuerte (Farwell et al.,
1992). Se ha visto que la insercién de elementos ricos en A/U rio arriba de la secuencia

Shine Dalgarno optimizan la traduccién y estabilizan el mRNA (Sengupta et al., 2001).

3. JUSTIFICACION

Se ha demostrado que los dominios 1-3 de la proteina ribosomal S1 son necesarios
para que mRNAs estructurados interactien con la subunidad 30S (Duval et al, 2013). Por
otra parte, Cifuentes et al. (2019) establecieron que la mutante carente del dominio 1 aun

es capaz de rescatar la viabilidad celular; ademés los dominios 2-3 resultaron
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indispensables para la unibn de mRNAs ricos en adeninas y uracilos (A/U) con la unidad

30S y para la traduccién de mensajeros y la viabilidad celular.

De modo que resulta interesante evaluar si es posible que la mutante de S1 con los
dominios 2-3 conserve sus funciones, considerando que el dominio 2 le permite el anclaje
al ribosoma y el dominio 3 le confiere la capacidad de unidn al mRNAs. Esto permitira

determinar el core funcional de la proteina S1.

4. HIPOTESIS

Los dominios 2-3 de la proteina ribosomal S1 de E. coli son los elementos minimos para

su funcion.

5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Evaluar la capacidad de la quimera S1-D2,3 de reestablecer la viabilidad de
células deficientes en S1.

5.2  Objetivos especificos
1. Obtener la mutante S1-D2,3.

2. Evaluar si la mutante S1-D2,3 reestablece la viabilidad celular.

3. Purificar la quimera S1-D2,3

6. MATERIALES Y METODOS
6.1 Extraccion de DNA gendmico
Se probaron tres protocolos para extraccion de DNA genémico de Escherichia coli
Cl-a (Tabla I). Para el primero, el cultivo bacteriano fue lisado con el buffer de lisis (SDS

2%, NaCl 1.4M, EDTA 20mM, Tris HCI pH 8 100mM, -mercaptoetanol 0.2%). Se calentd

a 65°C/10min. Se incubd en hielo durante 5 min, y se agregé 2% de RNAsa A,
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posteriormente se calent6 a 37°C/20 min. EI DNA se precipité usando una mezcla de etanol
absoluto: acetato de amonio 9:1 y se reposé a -20°C/20 min. Se agregd 1 volumen de
fenol:cloroformo 1:1; se centrifug6 a 12,000rpm/5 min. Se recuperé la fase acuosa, y se le
afiadié 1 volumen de isopropanol, se incubé a -20°C/1 h. Se centrifugd a 13,500

rpm/30min/4°C. Se desechoé el sobrenadante y la pastilla resultante se lavé con etanol al

70%. Una vez que se deshidrato la pastilla, se resuspendié en 100ul de agua inyectable.

En el segundo protocolo las bacterias se resuspendieron en el buffer de resuspesion
(Tris pH 8 50mM, EDTA 10mM, RNAsa A 100ug/ml), se afiadio 1 volumen del buffer de lisis
(NaOH 200mM, SDS 1%), se incubd a temperatura ambiente por 5 minutos; se agregé 1
volumen de acetato de amonio 7.5M, para neutralizar proteinas, se incubé por 10 minutos
a temperatura ambiente y se centrifugé a 13,500 rpm/15 min. El sobrenadante se recuper6
en un tubo nuevo y se afiadi6 1 volumen de isopropanol, se incubdé a -20°C/1h.
Posteriormente se centrifug6 a 13,500rpm/30min, se deseché el sobrenadante y se lavo la
pastilla con etanol al 70%, tras centrifugar a 13,500rpm/10min, se seco la pastilla y se

resuspendié en 100ul de agua inyectable.

Por ultimo, se probo el protocolo comercial ISOLATE Genomic DNA Kit de BIOLINE,
para ello se siguieron las instrucciones del proveedor. Las muestras se corrieron en un gel

de agarosa al 1% en TBE 1x.

6.2 Clonacion del gen rpsA

La amplificacién del gen rpsA se hizo a partir del DNA genémico de E. coli Cl-a
usando los oligonucleétidos rpsAFw (5-GCGgaattcCCATGACTGAATCTTTTGCTCAAC-
3), rpsARv (5-GCggatccTTACTCGC CTTTAGCTGCTTT-3) (Tabla 1); que contienen
respectivamente los sitios para enzimas de restriccion EcoRI y BamHI, que se indican en
mindsculas. El producto de PCR esperado (1674 pb) fue clonado en el vector de transicion
pJET 1.2 blunt (Tabla I) usando CloneJET™ PCR Cloning Kit (Thermo Scientific, USA). Se
subcloné en el vector de expresion pProEx-1 (Tabla 1), haciendo uso de las enzimas de
restriccion EcoRI y BamHI. Se transformaron células E. coli DH5a (Tabla |) con ésta ultima

construccion (pProEx-rpsA). La correcta insercion se comprob6 por PCR de colonia y
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restriccion con las mismas enzimas en un gel de agarosa 1% en TBE 1x. La identidad de

los productos clonados se verificd por secuenciacion usando BigDye® Terminator v3.1

Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, USA).

Tabla I: Cepas, plasmidos y oligonucleétidos usados.

Cepa Caracteristicas
Cl-a Parental
DH5a F-¢80d, lacZAM15, endAl, recAl, hsdR17 (rc, mk*), supE44, thi-1, d, gyrA96,
A(lacZYA-argF), U169
5699 ArapB-rpsA
BL21 DE3 Deficiente en las proteasas lon y OmpT. Carece de T7 RNA polimerasa.
Plasmido Caracteristicas
pJET 1.2 blunt | Blac pT7
pProEx-1 Blac laclQ pTrc Hisx6-Tag

Oligonucleétido

Secuencia (5’-3’)

Caracteristicas

rpsAFw

GCGGAATTCCCATGACTGAATCTTTTGCTCAAC

Usado para amplificar el
gen rpsA completo y sitio
para EcoRI

rpsARv

GCGGATCCTTACTCGC CTTTAGCTGCTTT

Usado para amplificar el
gen rpsA completo y sitio

para BamHI

S1-D23Fw

GAATTCCCGTGAGAAAGCTAAACGTC

Delecién de los dominios

1, 4-6 y sitio para EcoRl

S1-D23Rv

GGATCCTTTCAGGCCCAGGGATACACG

Delecién de los dominios

1, 4-6 y sitio para BamHlI

6.3 Clonacion de la quimera S1-D2,3

La quimera S1-D2,3 se obtuvo a partir de la construccion pProEx-rpsA, amplificando
con los oligonuclettidos S1-D23Fw (5-gaattcCCGTGAGAAAGCTAAACGTC-3), S1-
D23Rv (5’-ggatccTTTCAGGCCCAGGGATACACG-3’) (Tabla I); que contienen los sitios de

restriccion EcoRI y BamHI, respectivamente, que se indican en minasculas. El producto de

PCR esperado (539 pb) se ligo al vector de transicion pJET 1.2 blunt (Tabla I) usando
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CloneJET™ PCR Cloning Kit (Thermo Scientific, USA), y posteriormente, se subcloné en el
vector de expresién pProEx-1 (Tabla 1), restringiendo con las enzimas antes mencionadas.
Con ésta ultima construccion (pProEx-S1D23) se transformaron células de. E. coli DH5a
(Tabla ). Su correcta insercién se verific6 mediante PCR de colonia, restriccion en un gel
de agarosa 1% en TBE 1x. La identidad de los productos clonados se verificé por
secuenciacion usando BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied
Biosystems, USA), corroborando que se mantuvieran los sitios de restriccion y la bandera
de histidinas para su posterior purificacién. Tras un andlisis in silico se detectd un error en

el marco de lectura, que provocaba una proteina trunca.

6.4 Modificacion del sitio de restriccion EcoRI en la qguimera S1-
D2,3

El andlisis in silico de la construccion pProEx-S1D23 indicé que solo era necesaria
la insercion de un nucledtido para corregir el marco de lectura a través de la modificacion
del sitio EcoRI. De modo que a partir de la construccion previamente obtenida se realizé la
digestion de 5ug de DNA utilizando la endonucleasa de restriccion EcoRI con el buffer
respectivo (New England Biolabs) a 37°C por 1 hora, se evalué el porcentaje de
linearizacion del vector mediante un ensayo de electroforesis en agarosa 1% en TBE 1x, la
construccién linearizada se diluyé en agua desionizada hasta alcanzar un volumen de
250ul, posteriormente, se realiz6 una purificacion del DNA plasmidico digerido mediante

una extraccion fenol-cloroformo isoamilico (29:1) (SIGMA).

Para hacer romos los extremos se utilizaron 4.5ug de DNA plasmidico pProEx-
S1D2-3 linealizado y purificado. La reaccion se llevo a un volumen final de 25ul, incluyendo
en la reaccion los siguientes reactivos: dNTPs (0.3 mM) (Invitrogen), Pfu Buffer con (1x)
(Altaenzymes, Alberta, Canada) y Pfu DNA polimerasa (1 Unidad) (Altaenzymes, Alberta,
Canada) y el agua desionizada necesaria para completar el volumen final de la reaccion,
por medio de una agitacion suave con los dedos se homogeniz6 la muestra y para bajar el
liquido de las paredes del tubo, se centrifugaron por 5 segundos a 10,000rpm, seguido de
esto, los tubos se colocaron en un termociclador incluyendo un ciclo de incubacién por 30

minutos a 72°C, seguido de una incubacion a 4 °C. Una vez concluido el tiempo de la
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reaccién de polimerizacidén se incremento el volumen de la reaccién hasta 250pl para diluir
la muestra y realizar un paso de purificacién utilizando una extraccién de fenol-cloroformo
isoamilico (29:1) (SIGMA), el boton de ADN plasmidico reparado se resuspendié en 10yl

de agua desionizada.

Para llevar a cabo la unién de los extremos romos generados durante la reaccion de
polimerizacién, se utilizé la enzima T4 DNA ligasa. En la reaccion de ligacion, se utilizaron
10ul de DNA plasmidico pProEx S1 D2-3 linealizado y reparado. La mezcla de reaccion en
un volumen final de 15ul se preparé con Buffer T4 DNA ligasa 1x (New England Biolabs) y
T4 DNA ligasa 20U (New England Biolabs). La reaccién se agité suavemente, se bajo6 el
liquido de las paredes con una centrifugacion de 5 segundos a 10,000rpm y se incubd
durante toda la noche a 16°C en la incubadora (Applied biosystems). Al dia siguiente,
finalizado el tiempo de la reaccion de ligacion, el microtubo se incub6 10 minutos en hielo.
Para amplificar y obtener clonas de este vector modificado por ingenieria genética se
transformaron bacterias competentes E. coli DH5q, una vez obtenidas las colonias se hizo
la extraccién plasmidica utilizando la versién casera del kit de Qiagen (Qiagen México), se
cuantificé el DNA plasmidico, utilizando un espectrofotdmetro (NANODROP, Invitrogen) y
se visualizé la calidad y formas del DNA plasmidico de las diferentes muestras por medio
de una electroforesis horizontal en un gel de agarosa al 0.8% en TBE 1x. Para verificar la
correcta modificacién en el sitio EcoRI en el vector de interés, se digirieron 4 ug de DNA
plasmidico, en las mismas condiciones que se mencionaron previamente. Este DNA se
purificé mediante una extraccion fenol-cloroformo-alcohol isoamilico se resuspendié en 50
ul de agua desionizada, y se utilizaron 5 ul del para transformar bacterias competentes E.
coli DH5a. Para asegurarse de que se habia modificado el sitio de restriccion de manera
adecuada, se realizé una digestién del vector de interés nuevamente con EcoRI, para
verificar que este DNA no pudiera ser digerido por esa endonucleasa mientras que el vector

sin reparar si.

Una vez seleccionadas las clonas que no se linealizaban con la endonucleasa
EcoRlI. Se prepararon las muestras para secuenciar y verificar la correcta modificacion del
sitio y que la proteina de interés se encontrara en el marco de lectura adecuado y asi

asegurar su correcta expresién.
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6.5 Extraccion de plasmidos

Para corroborar las construcciones y para la transformacién de la cepa E. coli 5699
(Tabla I) se extrajo el DNA plasmidico partiendo de un cultivo de 3ml de medio LB
adicionado con ampicilina (100ul/ml) inoculado con la bacteria que contenia la construccion
de interés. Se crecid overnight; se centrifugd a 13,500 rpm/5min y el pellet bacteriano se
resuspendio en el buffer P1 (Tris pH 8 50mM, EDTA 10mM, RNAsa A 100ug/ml). Se afadio
1 volumen del buffer P2 (NaOH 200mM, SDS 1%), se incub6 a temperatura ambiente por
5 minutos; se agreg6 1 volumen de del buffer P3 (3M acetato de potasio pH 5.5), para
neutralizar proteinas se incub6 por 10 minutos a temperatura ambiente y se centrifug6 a
13,500 rpm/15 min. El sobrenadante se recuperé en un tubo nuevo y se afiadié 1 volumen
de isopropanol, se incubo a -20°C/1h. Posteriormente se centrifugé a 13,500rpm/30min, se
desech6 el sobrenadante y se lavd la pastilla con etanol al 70%, tras centrifugar a

13,500rpm/10min, se seco la pastilla y se resuspendié en 100ul de agua inyectable.

El DNA plasmidico se cuantificé en el espectrofotometro NanoDrop™ 2000/2000c
de Thermo Fisher SCIENTIFIC; ademas se visualizo en gel de agarosa al 1% en buffer TBE
1x.

6.6 Ensayos de viabilidad celular

Se transformé la cepa de E. coli 5699 (Tabla 1), mutante cromosomal condicional
gue expresa el gen rpsA sélo en presencia de arabinosa; con las construcciones pProEx-
rpsA, pProEx-S1D23 y con el vector pProEx vacio, como control negativo. Ademas, como
controles positivos se usaron la cepa parental Cl-ay la cepa 5699 con arabinosa; y como
controles negativos, la cepa 5699 sin arabinosa y con glucosa. Para ello la cepa
transformada, y los respectivos controles se crecieron en medio LB adicionado con
arabinosa al 1% hasta una densidad oOptica de 0.2 (600nm); se realizaron tres lavados para

eliminar la arabinosa, aquellas células que fueron transformadas se crecieron huevamente

en medio LB adicionado con ampicilina (100ul/ml) e IPTG (1mM) para inducir la expresion

.....
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monitored el crecimiento, usando la densidad éptica de cada cultivo, cada media hora,

durante 4 horas. Este experimento se realizé por triplicado.

6.7 Transformacion de células

Para la preparacion de bacterias competentes de las cepas de E. coli DH5a y 5699
(Tabla ), se inocularon 3 mL de medio LB con la bacteria correspondiente, y se dejé crecer
toda la noche; el contenido celular se vacié en 50mL de medio LB y se dej6 crecer hasta
alcanzar una densidad 6ptica de 0.6 (600 nm), se incubd en hielo por 10 min.; se centrifugd
a 2,500rpm/4°C/15 min, se decantd el medio y se resuspendié en 25 mL de cloruro de calcio
0.1M estéril. Se incub6 20 min en hielo y se centrifugé a 3000 rpm/ 4°C/15 min, se decanté,
y se resuspendiéo en 1 mL de cloruro de calcio 0.1M estéril y 20 gotas de glicerol, se
alicuotaron en tubos estériles 50ul de las células competentes, se congelé en hielo seco y

se almacenaron a -70°C.

Para expandir y obtener DNA plasmidico de las diferentes construcciones se
transformaron bacterias competentes de la cepa correspondiente con la mitad del volumen

de DNA resultante de la reaccion de ligacion.

Brevemente, el protocolo de transformacién consiste en un choque térmico,
generado por cambio de temperatura de 4°C a 42°C y de regreso a 4°C. Por lo que antes
de iniciar, se colocaron los microtubos en hielo y se incubd por 3 min, seguido de una
incubacién por 1 minuto a 42°C y finalmente 3 minutos en hielo. Para que las bacterias se
recuperaran y multiplicaran, se les adicioné en ese mismo tubo 1 ml de medio LB. Se
incubaron por 1 hora a 37°C en agitacion a 200 rpm, se centrifugaron para formar el botén
bacteriano a 10,000rpm/1 min. Se decant6 el sobrenadante, y con el remanente del cultivo
bacteriano se resuspendié el boton bacteriano pipeteando suavemente. En un tubo de
ensayo de vidrio conteniendo 3 ml de medio liquido LB liquido con ampicilina (100ug/ml) se
sembraron aproximadamente 45ul de la suspensién bacteriana y el remanente se
colocaron en una caja de Petri de 10x10 preparada con LB agar ampicilina (100ug/ml

utilizando una espatula de acero esterilizada con alcohol absoluto y flameada haciendo la
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distribucion del medio liquido mediante movimientos circulares en toda la superficie del agar

del cultivo, hasta lograr la total absorcién del medio en el agar.

Las cajas de Petri con las bacterias transformadas se incubaron durante la noche
(18 horas) a 37°C. Los tubos de ensaye se incubaron también a 37°C y en agitacion a
200rpm.

6.8 Analisis estadisticos

Para el andlisis estadistico se uso6 el programa GraphPad Prism 8 para iOS. los

resultados de los ensayos de viabilidad se expresan como la media + DS.

Usando el mismo programa se hizo un analislis ANOVA paramétrica de una via;
usando la densidad Optica de la uUltima medicion, del cultivo celular transformado con
pProEx, pProEx-rpsA y pProEx-S1D23. Con el fin de determinar si hay diferencia

significativa entre ellos.

6.9 Induccion de la proteina S1y la quimera S1-D23

Se transformaron bacterias E. coli BL21 DE3 (Tabla I) con las construcciones
pProEx-rpsA y pProEx-S1D23; y se crecieron en 3ml de medio LB adicionado con
ampicilina (100ul/ml) a 37°C overnight. Se vaci6 el contenido en 50 ml de medio LB con
ampicilina (100ul/ml) y se mantuvo en agitacion a 30°C/2 h, se afiadieron 500ul de IPTG
(100mM), se incubé a 30°C/2hrs en agitacion (200rpm). El cultivo se centrifugé a
3000rpm/10min, se elimind el sobrenadante y se resuspendi6 en el buffer de lisis (NaCl
100mM, Tris-HCI pH 8 20mM, EDTA 1mM, NP40 0.5%, 0.5mM, 1 pastilla COMPLETE), se
sonicO (periodos 5min/imin/5min, amplitud 80%). Posteriormente se centrifugd a
10,000rpm/3min), se recupero el sobrenadante, se afiadieron 50l de glicerol frio estéril, se
almacen6 a -70°C. La pureza de la proteina se determin6 con un gel SDS-PAGE
(acrilamida:bisacrilamida 29:1 al 10%); y su identidad se verific6 mediante western-blot

utilizando un antisuero que reconoce la proteina S1, y sus mutantes. Y el anticuerpo Anti-
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His6-Peroxidase de ROCHE (Cat. No. 11 965 085 001) para corroborar que la bandera de

histidinas se mantiene.

6.10 Purificacion de la proteina S1y la quimera S1-D23

Gracias a la bandera de histidinas que afiade el vector pProEx fue posible purificar
la proteina, haciendo pasar el extracto total de proteina por la columna Ni-NTA agarose de
QIAGEN, siguiendo el protocolo del proveedor. La pureza de la proteina se determiné con
un gel SDS-PAGE 29:1 al 10% tefiido con Coomassie.

6.11 Verificacion delaidentidad de la proteina S1ylaquimera S1-

D2-3 mediante western blot

La identidad de la proteina purificada se verific6 mediante western blot utilizando un
suero que reconoce la proteina S1, y sus mutantes. Para ello se cargaron y corrieron las
muestras en un gel SDS-PAGE 29:1 al 10%, se transfiri6 a una membrana PVDF durante
1 hora a 25V. Seguido se bloque6 en PBS-T 1x/ Svelty 15% overnight, se realizaron tres
lavados de 5 minutos cada uno, y se incubé con el suero anti S1 1:20,000 en PBS-T 1x/
Svelty 15% por 2 horas, tras tres lavados de 5 minutos cada uno se incubd con el anticuerpo
anti-rata 1:6,000 en PBS-T 1x/ Svelty 15%. Se revelé usando el kit Cytiva (Formerly GE

Healthcare Life Sciences) de Fisher Scientific.

Para corroborar que la bandera de histidinas se mantiene en la proteina purificada
se realiz6 stripping a la membrana utilizada para el western blot anti-S1, enseguida se
realizé la deteccién con el anticuerpo Anti-His6-Peroxidase de ROCHE (Cat. No. 11 965
085 001). Se bloque6 en PBS-T / Svelty 5% durante 2 horas, se realizaron tres lavados de
5 minutos cada uno, y se incubd con el anticuerpo anti-His6-Peroxidase 1:1,000 en PBS-T
1x/ Svelty 5% overnight. Se revel6 usando el kit Cytiva (Formerly GE Healthcare Life

Sciences) de Fisher Scientific.
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7. RESULTADOS

7.1 Extraccion de DNA genomico

De los tres protocolos que fueron probados para la extraccion de DNA de la cepa
parental E. coli Cl-a, so6lo el primer protocolo de lisis alcalina descrito en Materiales y
Métodos permitio extraer el contenido gendémico y visualizarlo en un gel de agarosa al 1%
(Figura 6). Este protocolo fue utilizado para posteriores experimentos.

C1-a genémico ]
IMPM H Casero l | Kit

(- ~

10,000 pb|

nin

Figura 6: Extraccion de DNA gendmico visualizado en gel de agarosa al 1%. Carril 1: lisis alcalina. Carril 2:

protocolo de lisis alcalina modificado. Carril 3: protocolo comercial ISOLATE Genomic DNA Kit de BIOLINE.
De color morado se sefiala el DNA gendémico obtenido.

7.2 Clonacion del gen rpsA

Una vez hecha la clonacion del gen rpsA a partir de DNA gendmico y confirmada la
insercion del fragmento de interés en el vector de transicion pJET1.2 blunt mediante PCR

de colonia y restriccion como se describe en Materiales y Métodos, se subcloné en el vector
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de expresion pProEx-1. La Figura 7 muestra la restriccién de esta construcciéon (pProEx1-

rpsA) con las enzimas EcoRIl y BamHI en la cual se ve el patron esperado de pesos
moleculares del inserto y el vector.

PProEx-rpsA
SR
pProEx-rpsA
EcoRI/BamHI

+

3000 pb “

2000 pb sl

1500 pb e
‘ =
i

Figura 7: Restriccion de la construccion pProEx-rpsA. Carril 1: marcador de peso molecular. Carril
2: construccion pProEx-rpsA, sin restringir (SR). Carril 3: construccion pProEx-rpsA restringida con
las enzimas EcoRI y BamHI. De color rojo se indica el inserto de interés liberado tras la restriccion.

Para confirmar la identidad del inserto, se secuencio la construccion pProEx-
rpsA (Figura 8) demostrando que no hubo mutaciones y conserva los sitios de

restriccion EcoRIl y BamHI, ademés de la bandera de histidinas que sirve para la
purificacion de la proteina.
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I

GATCTGGTTTGACAGCTATCATCGACTGCACGGTGCACCAATGCTTCTGGCGTCAGGCAGCCATCGGARGCTGTGGTATGGCTGTGCAGGTCGTARATCACTGCATARTTCGTGTCGCTCARGGCGCACT

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260
I

|
CTGGATARTGTTTTTTGCGCCGACATCATAACGGT TCTGGCARATATTCTGARATGAGCTGT TGACARTTARTCATCCGGTCCGTATARTCTGTGGAAT TGTGAGCGGATARCARTTTCACACA
CCCGTTCTGGATAATGTTTTTTGCGCCGACATCATARCGGTTCTGGCARATATTC TGARATGAGC TGTTGACAATTARTCATCCGGTCCGTATARTCTGTGGARTTGTGAGCGGATARCARTTTCACACA
+++++ . CTGGATAATGTTTTTTGCGCCGACATCATARCGGT TCTGGCARATATTCTGARATGAGC TGTTGACARTTARTCATCCGGTCCGTATARTCTGTGGAATTGTGAGCGGATAARCARTTTCACACA

280 290 300 30 320 330 340 350 360 370 380 390
|

GGAAACAGACCATGGUTCATCATCATCATCATCAGGATTACGATATCCCARCGACCGARRACCTGTATT TTCAGGGCGCCCATATGGART TCCAATGACTGARTCTTTTGCTCARCTCTTTGARGAGTC
GGARACAGACCATGGHTCATCATCATCATCATCACGATTACGATATCCCARCGACCGARAACCTGTATT TTCAGGGCGCCCATATHGGARTTCCOATGACTGARTCTTTTGCTCARCTCTTTGAAGAGTC

GGARACAGACCATGGHTCATCATCATCATCATCACSATTACGATATCCCARCGACCGARAACCTRTATTTTCAGGGCGCCCATAT IGGARTTCCEATGACTGARTCTTTTGCTCARCTCTTTGARGAGTC
391 400 410 420 430 44 4510 460 470 a6y 490 500 510 520

I

CTTARARGARATCGARACCCGCCCGGGTTCTATCGTTCGTGGCGTTGTTGTTGL TATCGACARAGACGTAGTACTGGT TGACGCTGGTCTGARRTCTGAGTCCGCCATCCCGGCTGAGCAGTTCARRRAL
CTTAAARGARATCGARACCCGCCCGGGTTCTATCGTTCGTGGCGTTGTTGTTGC TATCGACARAGACGTAGTACTGGTTGACGCTGGTCTGAARTCTGAGTCCGCCATCCCGGCTGAGCAGTTCARRRAC
CTTARARGARATCGARACCCGCCCGGGTTCTATCGTTCGTGRCGTTGTTGTTGC TATCGACARAGACGTAGTACTGGT TGACGCTGGTCTGARATCTGAGTCCGCCATCCCGGCTGAGCAGT TCARRAARL

521 530 540 550 560 570 580 590 B0 610 620 630 Bdil B50
1

GCCCAGGGCGAGE TGGARATCCAGGTAGGTGACGARGT TGACGTTGCTCTRGACGCAGTAGARGACGGL TTCGETGARACTCTGCTGTCCCGTGAGAAAGC TARRCGTCACGARGCCTGGATCACGCTGE
GCCCAGGGCGAGE TGGARATCCAGGTAGGTGACGARGT TGACGTTGCTCTRGACGCAGTAGARGACGGL TTCGETGAAACTCTGCTGTCCCGTGAGAAAGC TARRCGTCACGARGCCTGGATCACGCTGE
GCCCAGGGCGAGC TGEARATCCAGGTAGGTGACGARGT TGACGTTGCTCTRGACGCAGTAGARGACGGL TTCGETGAAACTCTGCTGTCCCGTGAGAAAGC TARRCGTCACGARGCCTGGATCACGCTGE

651 BBO 670 680 630 F00 0 720 730 740 750 760 ErL 780

I

ARARAGC TTACGAAGATGCTGRAACTGTTACCGGTGTTATCAACGGCARAGT TARGGGCGGCTTCACTGTTGAGC TGARCGGTATTCGTGCGTTCCTGCCAGGTTCTCTGGTAGACGT TCGTCCGGTGLG
ARRRAGCTTACGAAGATGCTGRAACTGTTACCGGTGTTATCAACGGCARAGT TARGGGCGGCTTCACTGTTGAGC TGARCGGTATTCGTGCGTTCCTGCCAGGTTCTCTGGTAGACGTTCGTCCGGTGLG
ARAAAGCTTACGARGATGCTGARACTGTTACCGGTGTTATCARCGGCARAGT TARGGGCGGCTTCACTGTTGAGC TGARCGGTATTCATGCGTTCCTGCCAGGTTCTCTGAETAGACGTTCGTCCGGTGLG

781 790 800 810 820 830 B4 850 860 870 880 890 900 910
1

TGACACTCTGCACCTGGARGGCAAAGAGCTTGART TTARAGTARTCARGC TGGATCAGAAGCGCARCARCGTTGTTGTTTCTCGTCGTGCCGTTATCGARTCCGAARACAGCGCAGAGCGCGATCAGCTG
TGACACTCTGCACCTGGARGGCAARGAGCTTGARTTTARAGTARTCAAGC TGGATCAGAAGCGCAACARCGTTGTTGTTTCTCGTCGTGCCGTTATCGARTCCGARARCAGCGCAGAGCGCGATCAGCTG
TGACACTCTGCACCTGGARGGCAAAGAGCTTGARTTTARAGTARTCAAGC TGEATCAGAAGCGCAACARCGTTGTTGTTTCTCGTCGTGCCGTTATCGAATCCGAARACAGCGCAGAGCGCGATCAGCTE

911 920 930 940 950 960 970 980 990 1000 1010 1020 1030 1040
|

I

CTGGAARACCTGCAGGARGGCATGGAAGT TRAAGGTATCGT TARGARCCTCACTGACTACGGTGCATTCGTTGATCTGRGCGGCGTTGACGGLCTGLTGCACATCACTGACATGGCCTGGARACGCGTTA
CTGGAARACCTGCAGGARGGCATGGARGT TRAAGGTATCGT TARGARCCTCACTGACTACGGTGCATTCGTTGATCTGGGCGGCGTTGACGGLCTGLTGCACATCACTGACATGGCCTGGARACGCGTTA
CTGGAARRCCTGCAGGARGGCATGGAAGT TARAGGTATCGT TARGAACC TCACTGACTACGGTGCATTCATTGATCTGRGCGGCGT TGACGGCCTGCTGCACATCACTGACATGGCCTGGARACGCGTTA

1041 1050 1060 1070 1080 1090 1100 1110 1120 1130 1140 1150 1160 1170
1

AGCATCCGAGCGARATCGTCARCGTGGGCGACGAARTCACTGTTARAGTGCTGARGTTCGACCGCGARCGTACCCGTGTATCCCTGGGCCTGARACAGC TGGGCGARGATCCGTGRGTAGCTATCGCTAR
AGCATCCGAGCGARATCGTCARCGTGGGCGACGARRTCACTGTTARAGTGCTGARGT TCGACCGCGARCGTACCCGTGTATCCCTGGGCCTGARACAGC TGGGCGARGATCCGTGRGTAGCTATCGCTAR
AGCATCCGAGCGARATCGTCARCGTGGGCGACGARATCACTGTTARAGTGL TGARGTTCGACCGCGARCGTACCCGTGTATCCCTGGAECCTGARACAGC TGGGCGARGATCCGTGEGTAGCTATCGCTAR

1171 1180 1190 1200 1210 1220 1230 1240 1260 1260 1270 1280 1290 1300
I

ACGTTATCCGGARGGTACCARRCTGACTGGTCGCGTGACCAACCTGACCGACTACGGCTGCTTCGTTGARATCGARGARGGCGT TGARGGCCTGGTACACGT TTCCGAARTGGAC TGGACCARCARRRALC
ACGTTATCCGGARGGTACCARRCTGACTGGTCGCGTGACCARCCTGACCGACTACGGCTGCTTCGT TGARATCGARGAAGGCGT TGAAGGCC TGGTACACGT TTCCGAARTGGAC TGGRCCARCARARAC
ACGTTATCCGGARGGTACCARACTGACTGGTCGCGTGACCARCCTGACCGACTACGGCTRCTTCGTTGARATCGARGARGGCGT TGARGGCC TGGTACACGTTTCCGARATGGAC TGGACCARCARRAARL

1301 1310 1320 1330 1340 1350 1360 1370 1380 1330 1400 1410 1420 1430
1

ATCCACCCGTCCARAGTTGTTARCGTTGGCGATGTAGTGGAAGT TATGGT TCTGGATATCGACGAAGARCGTCGTCGTATCTCCCTGGGTCTGARACAGTGCARRGC TARCCCGTRGCAGCAGT TCGLGE
ATCCACCCGTCCARAGTTRTTARCGTTGGCGATGTAGTGGAAGT TATGGT TCTGGATATCGACGAAGARCGTCGTCGTATCTCCCTGGGTCTGARACAGTGCARRGC TARCCCGTRGCAGCAGT TCGLGG
ATCCACCCGTCCARAGTTRTTAACGTTGGCGATGTAGTGGAAGT TATGGT TCTGGATATCGACGAAGAACGTCGTCGTATCTCCCTGAGTC TEGARACAGTGCARRGC TARCCCGTRGCAGCAGT TCGLGE

1431 1440 1450 1460 1470 1480 1490 1500 1510 1520 1530 1540 1550 1560
I

ARRCCCACARCARGGGCGACCGTGTTGARGGTARRATCARGTCTATCACTGACTTCGGTATCTTCATCGGCT TRGACGGCGGCATCGACGGCCTGGTTCACCTGTCTGACATCTCCTGGAACGT TGCAGG
AARCCCACAACARGGGCGACCGTGTTGAARGGTARRATCARGTCTATCACTGACTTCGGTATCTTCATCGGCT TGGACGGCGGLATCGACGGLCTGGTTCACCTGTCTGACATCTCCTGGAACGT TGCAGG
ARACCCACARCARGGECGACCGTGTTGAAGG TARARTCARGTCTATCACTGACTTCGGTATCTTCATCGACTTGGACGRCGGCATCGACGGCCTGETTCACCTGTCTGACATCTCCTGGAACGT TGCAGE

1561 1570 1580 1590 1600 1610 1620 1630 1640 1650 1660 1670 1680 1690
1

CGAAGARGCAGT TCGTGARTACAARRARGGCGACGARATCGCTGCAGTTGTTCTGCAGGT TGACGCAGARCGTGARCGTATCTCCCTRGGCGTTARACAGL TCGCAGARGATCCGTTCARCARCTGGGTT
CGAAGARGCAGT TCGTGARTACAARRARGGCGACGARATCGCTGCAGTTGTTCTGCAGGT TGACGCAGARCGTGARCGTATCTCCCTGGGCGTTARACAGC TCGCAGARGATCCGTTCAACARCTGGGTT
CGAAGAAGCAGT TCGTGARTACAAARAAGGCGACGARATCGCTGCAGTTGTTCTGCAGGT TGACGCAGARCGTGARCGTATCTCCCTGGGCGTTARACAGC TCGCAGARGATCCGTTCAACARCTGGGTT

1691 1700 1710 1720 1730 1740 1750 1760 1770 1780 1790 1800 1810 1820
I

GCTCTGARCARGAAAGGCGCTATCGTARCCGGTARAGTARCTGCAGT TGACGCTARAGGCGCARCCGTAGARC TGGC TGACGGCGTTGARGGTTACCTGCGTGCTTCTGAAGCATCCCGTGACCGCGTTG
GCTCTGARCARGARAGGCGCTRATCGTARCCGGTARAGTARCTGCAGT TGACGCTARAGGCGCARCCGTAGAAC TGGC TGACGGCGTTGARGGTTACCTGCGTGCTTCTGRAGCATCCCGTGACCGLGTTG
GCTCTGARCARGARAGGCGCTATCGTARCCGGTARAGTARCTGCAGT TGACGC TARAGGCGCARCCGTAGARC TGGCTGACGGCGTTGARGGTTACCTGCGTGCTTCTGARGCATCCCGTGACCGCGTTG

1821 1830 1840 1850 1860 1870 1880 1890 1900 1910 1920 1930 194 1950
1

ARGACGCTACCCTGGTTCTGAGCGT TGGCGACGARGT TGARGCTARATTCACCGGCGTTGATCGTARRAARCCGCGCARTCAGCCTGTCTGT TCGTGCGARAGACGAAGC TGACGAGARAGATGCARTCGL
ARGACGCTACCCTGGTTCTGAGCGT TGGCGACGARGT TGARGCTARATTCACCGGCGT TGATCGTARRARCCGCGCARTCAGCCTGTCTGT TCGTGCGARAGACGAAGC TGACGAGARAGATGCARTCGL
AAGACGCTACCCTGGTTCTGAGCGTTGGCGACGARGT TGAARGCTARATTCACCGGCGTTGATCGTARRARCCGCGCARTCAGCCTGTCTGT TCGTGCGARAGACGARGC TEACGAGARAGATGCARTCGL

1951 1960 1970 1980 1990 2000 2010 2020 2030 2040 2050 2060 2070 2080
I

HHETETTHHEHHHEHEEHHEHTEEHHHETTETEEHHEHHEﬁEHHTﬁGETﬁHHEETTTEHHHEEHGETHHHEEEEHETHIGEHTEEITEGHEﬁEHTEEGETHEEHHﬁETTEEETETTTTEEEEEHTGHEHE
AACTGTTAARCARACAGGAAGATGCARACT TCTCCARCARCGCARTGGCTGAAGC T TTCARAGCAGCTAARAGGCGAGTAI GGATCCI TCGAGGCATGCGGTACCARGCTTGGCTGT TTTGGCGGATGAGAG
ARCTGTTARCARACAGGARGATGCARACTTCTCCARCARCGCARTGGCTGARGCTTTCARAGCAGCTARAGGCGAGTAI GGATCCI TCGAGGCATGCGGTACCARGCTTGECTGTTTTGGCGGATGAGAG

2081 2090 2100 2110 2120 2130 2140 2150 2160 2170 2180 2190 2208203
I I

ARGATTTTCAGCCTGATACAGAT TARATCAGARCGCAGARGCGGTCTGATARRACAG
ARGATTTTCAGCCTGATACAGAT TARATCAGARCGCAGARGCGGTCTGATARRRCAGARTTTGCCTGGCGGCAGTAGCGCGGTGGTCCCACCTGACCCCATGCCGAACTCAGARGTGARACGE
ARGATTTTCAGCCTGATACAGAT TARATCAGAACGCAGARGC GG TCTGATAAAACAG. v veesrrrrrreeeressrressssrrssessrsessrsssssrrssessssessrrrnnrres

Figura 8: Alineamiento de la construccion pProEx-rpsA (obtenida in-silico con SnapGene) y
la secuenciacion in-vitro. Se uso el servidor MultiAlign (Multiple Sequence Alignment by
Florence Corpet). De color naranja se marca la bandera de histidinas, de color azul el sitio de
restriccion EcoRl y de color verde el sitio de restriccion BamHI.
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7.3 Clonacion de la quimera S1-D2,3

De acuerdo con los antecedentes, una quimera de la proteina S1 que conserve los
dominios 2, 3 aun conservaria la capacidad para interaccionar con la subunidad 30S a
través del segundo dominio y con RNAs mensajeros con el tercer dominio. Asi, la qguimera
S1-D2,3 se obtuvo a partir de la construccion pProEx-rpsA, amplificando con los
oligonucledtidos especificos y fue clonada en el vector de transicién y subclonada en el
vector de expresién pProEx como se describe en Materiales y Métodos. La construccion

obtenida pProEx-S1D23 se restringié con las enzimas EcoRl y BamHI para liberar el
fragmento clonado (Figura 9).

SR

pProEx-S1D23
pProEx-S1D23
EcoRI/BamHI

MPM

3000 pb

Figura 9: Restriccion de la construccion pProEx-S1D23. Carril 1: marcador de peso molecular.
Carril 2: construccién pProEx-S1D23, sin restringir (SR). Carril 3: construccién pProEx-S1-D23

restringida con las enzimas EcoRI y BamHI. De color rojo se indica el inserto de interés liberado
tras la restriccion.
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La construccién obtenida contenia un error en el marco de lectura, con lo cual no se
produciria la proteina deseada, y de hacerlo, seria trunca. Se analizé in silico la secuencia
de la construccion pProEx-S1D23 buscando posibles sitios de restriccidn que podrian ser
utilizados para corregir el marco de lectura de la proteina de interés, se determiné que era
Unicamente necesaria la insercién de un nucleétido para el corrimiento del marco de lectura
de la proteina de interés, asi, se identificé el sitio ECORI que tras su modificacién se logré
la insercion de 4 nucleétidos, lo que permitié corregir el marco de lectura y afiadir un codon
extra. La eliminacién del sitio se confirm6 mediante la restriccion con la enzima EcoRI la
cual solo corté la construccion con el error en el marco de lectura, pero no la que fue

modificada. La enzima Xhol, hizo un solo corte en ambas construcciones, mientras que

Xhol/Ndel liber6 el inserto en los dos casos (Figura 10).
pProEx-S1D23 sitio EcoRl

modificado

pProEx-S1D23 trunca

MPM SR EcoRI Xhol Xhol/Ndel SR EcoRI Xhol Xhol/Ndel

Yo n et ¥
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3000 pb

1500 pb

'.. o
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Figura 10: Restriccidon enzimatica de las construcciones pProEx-S1D23 trunca (carriles 2-5) y pProEx-
S1D23 con sitio EcoRI modificado (carriles 6-9), visualizadas en un gel de agarosa 1%. Carril 1: marcador
de peso molecular. Carril 2: pProEx-S1D23 trunca sin restringir (SR). Carril 3: pProEx-S1D23 trunca
restringida con EcoRl. Carril 4: pProEx-S1D23 trunca restringida con Xhol. Carril 5: pProEx-S1D23 trunca
restringida con Xhol/Ndel. Carril 6: pProEx-S1D23 sin restringir (SR). Carril 7: pProEx-S1D23 restringida
con EcoRI. Carril 8: pProEx-S1D23 restringida con Xhol. Carril 9: pProEx-S1D23 restringida con
Xhol/Ndel. De color rojo se sefiala el inserto de interés liberado tras la restriccion.
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Para confirmar su identidad, se secuencié la construccién pProEx-S1D23 con el sitio

EcoRI modificado (Figura 11) demostrando que se perdi6 el sitio, no hubo mutaciones y

tampoco se altero la bandera de histidinas que sirve para la purificacién de la proteina.
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1 10 20 30 40 50 60 70 80 30 100 110 120 130
| |
CTGGATAATGTTTTTTGCGCCGACATCATARCGGTTCTGGCARATATTCTGARATGAGCTGTTGACARTTARTCATCCGGTCCGTATARTCTGTGGAATTGTGAGCGGATARCARTTTCACACAGGAARC

GTATARTCTGTGGAAT TGTGAGCGGATAACART TTCACACAGGAARC
retsetsereessatesretsetasttessrressrtretessterstresserssrsssrtrssressessensessessssDlNTARTCTGTGGAATTGTGRGCGGATAACARTTTCACACAGGARAC

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260
| |
AGACCATGGHTCATCATCATCATCATCAGGATTACGATATCCCARCGACCGARARCCTRTATTTTCAGGGCGCCCATATOGGARTTARTTCCIGTGAGARRGC TAARCGTCACGARGCCTGGATCACGCT
AGACCATGGHTCATCATCATCATCATCACGATTACGATATCCCARCGACCGARARCCTRTATTTTCAGGGCGCCCATATEGGARTTARTTCCI GTGAGARAGC TARRCGTCACGARGCCTGGATCACGCT
AGACCATGGRICATCATCATCATCATCARGATTACGATATCCCARCGACCGARARCCTRTATTTTCAGGGCGCCCATATHGGARTTARTTCCI GTGAGARAGC TARACGTCACGARGCCTGGATCACGCT

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390
| |
GGARRRAGCTTACGAAGATGCTGARACTGTTACCGGTGT TATCARCGGCARAGT TAAGRGCGGCTTCACTGTTGAGCTGARCGETATTCGTGCGTTCCTGCCAGRTTCTCTGGTAGACGTTCGTCCGRTG
GGARRRAGCTTACGAAGATGCTGARACTGTTACCGGTGT TATCARCGGCARAGT TAAGRGCGGCTTCACTGTTGAGCTGARCGETATTCGTGCGTTCCTGCCAGRTTCTCTGGTAGACGTTCGTCCGRTG
GGARRRAGCTTACGAAGATGCTGARACTGTTACCGGTGT TATCARCGGCARAGT TAAGEGCGGCTTCACTGTTGAGCTGARCGETATTCGTGCGTTCCTGCCAGRTTCTCTGGTAGACGTTCGTCCGRTG

91 400 410 420 430 440 450 460 470 480 4930 500 510 520
| |
CGTGACACTCTGCACCTGRARGGCARAGAGCTTGARTTTARAGTARTCARGC TGGATCAGARGCGCARCARCGTTGTTGTTTCTCRTCGTGCCGTTATCGAATCCGARARCAGCGCAGAGCGCGATCAGT
CGTGACACTCTGCACCTGRARGGCARAGAGCTTGARTTTARAGTARTCARGC TGGATCAGARGCGCARCARCGTTGTTGTTTCTCRTCGTGCCGTTATCGAATCCGARARCAGCGCAGAGCGCGATCAGT
CGTGACACTCTGCACCTGEARGGCARAGAGCTTGARTTTARAGTARTCAAGC TGGATCAGARGCGCARCARCGTTGTTGTTTCTCRTCGTGCCGTTATCGARTCCGARARCAGCGCAGAGCGCGATCAGT

521 530 54 550 560 570 580 590 600 610 620 630 640 650
| |
TGCTGGARRACCTGCAGGARGGCATGGAAGT TARAGGTATCGT TARGARCCTCACTGACTACGGTGCATTCGTTGATCTGGGCGGCGTTGACGGCCTGCTGCACATCACTGACATGGCCTGGARACGLGT
TGCTGGARRACCTGCAGGARGGCATGGAAGT TARAGGTATCGT TARGARCCTCACTGACTACGGTGCATTCGTTGATCTGGGCGGCGTTGACGGCCTGCTGCACATCACTGACATGGCCTGGARACGLGT
TGCTGGARRACCTGCAGGARGGCATGGAAGT TARAGGTATCGT TARGARCCTCACTGACTACGGTGCATTCGTTGATCTGGGCEGCGTTGACGGCCTGCTGCACATCACTGACATGGCCTGGARACGLGT

651  G6O 670 680 690 700 10 720 730 740 750 760 770 780
| |
TARGCATCCGAGCGAARTCGTCARCGTGGGCGACGAARTCACTGTTARAGTGCTGARGTTCGACCGCGARCGTACCCGTGTATCCCTGGGCCTGAARGGATCCCTCGAGGCATGCGGTACCARGCTTGGE
TARGCATCCGAGCGAAATCGTCARCGTGGGCGACGAARTCACTGTTARRGTGC

TRAAGCATCCGAGCGAAATCGTCARCGTGGGCGACGARRTCACTGTTAARGTA s s s sssesssssssssossssserrrssssssessosssssrsssssssrsssssssssssssserssssssnes

78 790 800 810 820 830 840 850 855

| |
TGTTTTGGCGGATGAGAGARGAT TTTCAGCCTGATACAGAT TARATCAGARCGCAGARGCGGTCTGATARAACAG

Figura 11: Alineamiento de la construccion pProEx-S1D23 (obtenida in-silico con SnapGene)
y la secuenciacion in-vitro. Se us6 el servidor MultiAlin (Multiple Sequence Alignment by
Florence Corpet). De color naranja se marca la bandera de histidinas, de color azul el sitio de
restriccion EcoRI reconstruido.

7.4 La quimera S1-D2,3 rescata parcialmente la viabilidad celular

Para analizar si la quimera S1-D2,3 es capaz de rescatar la viabilidad celular, se

emplearon células de la cepa mutante condicional E. coli 5699 en la cual el gen rpsA es

expresado a partir del promotor inducible con arabinosa. En ausencia de arabinosa

(condicién no permisiva), la proteina S1 no se expresa, afectando negativamente el

crecimiento

celular en comparacion con la misma cepa cultivada con arabinosa

(condiciones permisivas) y con la cepa Cl-a parental (Figura 12).
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Figura 12: Representacion esquematica de la estructura del gen rpsA en la mutante condicional
de E. coli 5699, dicho gen se encuentra bajo el control del promotor de arabinosa, asi, sélo se
expresara en presencia de esta.

De manera interesante, se observdé que las células transformadas con la
construccion pProEx-S1D23 (quimera de los dominios 2 y 3) logré tener un efecto positivo
en el crecimiento celular, aunque no al nivel que se alcanza con la construccién pProEx-
rpsA que expresa la proteina S1 WT. El crecimiento celular no fue rescatado en las cepas
transformadas con el vector pProEx-1 vacio (Figura 13), lo que confirma que no es efecto
propio de dicho vector. La capacidad de la quimera S1-D2,3 de rescatar la viabilidad celular
es estadisticamente significativa segun lo indica el analisis de los datos de la densidad
Optica de la dltima medicion, del cultivo celular transformado con pProEx, pProEx-rpsA 'y

pProEx-S1D23, de acuerdo con el andlilis ANOVA paramétrica de una via usando
GraphPad Prism 8 para iOS (Figura 14).

1.29
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- 5699 + Glu *
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Figura 13: Efecto de la quimera S1-D2,3 de la proteina S1 en la viabilidad celular. El efecto de la proteina WT
S1y la quimera S1-D2,3 en el crecimiento celular fue evaluado empleando células de una mutante condicional
en el gen rpsA. El crecimiento bacteriano fue monitoreado midiendo la DO600 cada media hora. Los puntos
muestran la media de tres experimentos independientes + DS.
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Figura 14: Diferencia significativa en el crecimiento bacteriano. Andlisis de los datos de la
densidad Optica de la ultima medicion de la figura 13, Tanto la quimera S1-D2,3 como la
proteina S1 WT muestran diferencia significativa en su crecimiento en células de E. coli 5699,
deficientes en S1, respecto al control pProEx (vector vacio).

7.5 Expresiéon de la proteina S1y la quimera S1-D23

La induccion de la expresion de las proteinas recombinantes S1 y la quimera S1-
D2,3 en las bacterias E. coli BL21 DE3 se realiz6 como se indica en Materiales y Métodos.
La Figura 15 muestra la sobreexpresion de ambas en un gel SDS-PAGE al 10% cargando
con 20 mg de extracto total de proteina en cada carril. El peso molecular de la quimera
calculado in-silico fue de 21 kDa (iTasser) aunque in vitro la proteina es de 25 kDa
aproximadamente. El peso conocido de la proteina S1 es de 61 kDa, mismo que concuerda

con lo obtenido.
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Figura 15: Induccién de la proteina S1 y la quimera S1-D2,3 en E. coli BL21 DE3. Gel de acrilamida-
bisacrilamida 29:1 al 10% tefiido con Coomassie. Carril 1: marcador de peso molecular. Carril 2:
extraccion total de proteinas de bacterias transformadas con pProEx-rpsA sin inducir. Carril 3: extraccién
total de proteinas de bacterias transformadas con pProEx-rpsA inducida. Carril 4: extraccion total de
proteinas de bacterias transformadas con pProEx-S1D2,3 sin inducir. Carril 5: extraccion total de

proteinas de bacterias transformadas con pProEx-rpsA inducidas. En todos los casos se enmarca de color
roio la proteina de interés.

La identidad de las proteinas sefialadas en la Figura 15 se corrobor6 mediante
western blot usando el antisuero anti S1 (Figura 16).

S1WT S1-D2,3
75 kDa inducida S1-D2,3 inducida

Figura 16: Inmunodeteccion de la proteina S1y la quimera S1-D2,3. Carril 1: Extraccion total de proteinas de
bacterias transformadas con pProEx-rpsA sin inducir. Carril 2: Extraccion total de proteinas de bacterias
transformadas con pProEx-rpsA inducida. Carril 3: Extraccion total de proteinas de bacterias transformadas

con pProEx-S1D23 sin inducir. Carril 4: Extraccion total de proteinas de bacterias transformadas con pProEx-
rpsA inducidas. En rojo se sefiala la proteina S1 WT y la quimera D12,3.
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7.6 Purificacion la proteina S1y la quimera S1-D23

Para sobreexpresar y purificar la proteina S1 y la quimera D2,3, las bacterias de la
cepa E. coli BL21 DES3 se transformaron con las construcciones pProEx-rpsA y pProEx-
S1D23 respectivamente como se describe en Materiales y métodos. La purificacion de las
proteinas sobreexpresadas se realizé por columna de afinidad de niquel y fueron obtenidas

con un 95% de pureza segun el analisis en los geles SDS-PAGE al 10%.

La purificacion de la quimera S1-D23 mostré que las fracciones 2-4 contienen mayor
cantidad de proteina (Figura 17).

FRACCIONES

Lavado 1
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Elucion
final

MPM
Input
Flow-
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1 2 3 4 5 6|7|8

75 kDa
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25 kDa

Figura 17: Purificacion de la quimera S1-D2,3. Gel de acrilamida-bisacrilamida 29:1 al 10%
tefildo con Coomassie. Carril 1: marcador de peso molecular. Carrill 2: extracto total de
proteinas previo a la purificacion. Carril 3: extracto una vez pasado por la columna. Carril
4: primer lavado de la columna. Carril 5: segundo lavado de la columna. Carriles 6-13:
elucion de 8 fracciones de la proteina purificada. Carril 14: elucién final. En color rojo se
sefala las fracciones en donde se concentra la mayor cantidad de la quimera S1-D23.

Se verifico el tamafio y pureza de la mutantes S1-D2,3 mediante western blot
empleando el antisuero S1 (Figura 18) esto revel6 que, aunque predomind la purificacion

de la quimera (aproximadamente 25 kDa), la misma copurificé con la proteina S1 endégena.
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Figura 18: Inmunodeteccion de la quimera S1-D2,3 mediante western blot anti-S1. Carril 1: marcador
de peso molecular. Carrill 2: extracto total de proteinas previo a la purificacion. Carril 3: extracto una
vez pasado por la columna. Carril 4: primer lavado de la columna. Carril 5: segundo lavado de la
columna. Carriles 6-13: elucion de 8 fracciones de la proteina purificada. Carril 14: elucién final. En color
rojo se sefiala las fracciones de la quimera S1-D23 purificada.

Con el fin de corroborar la identidad de la proteina purificada por columna de niquel
(columna Ni-NTA agarose de QIAGEN) se realiz6 un western blot usando el anticuerpo Anti-
His6-Peroxidase de ROCHE (Cat. No. 11 965 085 001) (Figura 19).
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Figura 19: Inmunodeteccion de la quimera S1-D2,3 mediante Western Blot con anti-his6. Carril 1:
marcador de peso molecular. Carrill 2: extracto total de proteinas previo a la purificacion. Carril 3:
extracto una vez pasado por la columna. Carril 4: primer lavado de la columna. Carril 5: segundo
lavado de la columna. Carriles 6-13: elucidon de 8 fracciones de la proteina purificada. Carril 14:
elucidn final. Con el rectangulo rojo se indica la quimera S1-D2,3.
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8. DISCUSION

La presencia de seis dominios en la proteina ribosomal S1 de Escherichia coli y la
existencia de proteinas equivalentes en otros organismos con numero variable de dominios
S1 dependiendo de la filiaciobn taxonémica la hacen un modelo interesante de estudio.
Asimismo, las funciones asociadas a los dominios de S1 de E. coli, a saber: los primeros
dos dominios le permiten a la proteina interactuar con a la subunidad 30S, los dominios 3-
6 unirse al RNA mensajero y el dominio 6 también se relaciona con autorregulacion (Boni
et al, 2001) hacen suponer que los dominios 2, 3 son los elementos minimos para preservar
la funcion de S1 considerando que la ausencia separada de los dominios 1, 4, 5y 6 aunque
reduce la funcionalidad de la proteina no son esenciales como es el caso del tercer dominio.
Asi en este trabajo se clono y expresé la quimera con los dominios 2,3 y se observo que es
capaz de rescatar parcialmente la viabilidad de células deficientes en la proteina esencial
S1.

Para la clonacién del gen rpsA se partié de DNA gendmico para lo cual el protocolo
que en principio es una lisis alcalina (Figura 6) resultado de una combinacion entre los
protocolos de Chen y Kuo (1993) y Sambrook, et. al. (1989) funcioné mejor. En este
protocolo se toman en cuenta las caracteristicas del DNA haciendo uso de la fuerte
tendencia hidrofilica de los grupos fosfato para separarlos en medios acuosos, mientras

que las proteinas y los lipidos se separan en solventes organicos.

De acuerdo con Qureshi et. al. (2018), los dominios de la proteina S1 estabilizan en
conjunto a los dominios adyacentes, por lo tanto, la delecion de estos promovera fallas en
la estructura de las mutantes. Asi los primers utilizados para la amplificacién de la secuencia
del gen rpsA correspondiente a los dominios 2-3 de la proteina S1 se disefiaron a partir de
la region bisagra de ambos dominios, esperando de esta forma dotarlos de la méaxima
estabilidad conformacional posible. Por otra parte, se siguid la estrategia propuesta por
Cifuentes et. al. (2019) conservando los sitios de restriccion EcoRl y BamHI para la

clonacion y subclonacion en sentido del inserto en el vector de expresion.
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De manera interesante, la quimera S1-D2,3 fue capaz de rescatar el crecimiento
celular de las cepas 5699 de E. coli (Figura 13) en condiciones de deficiencia de S1, aunque
de manera parcial con respecto a la proteina silvestre, lo que a su vez implica, que es capaz
de formar complejos ternarios y tener influencia sobre la traduccién de proteinas, por lo
tanto, los dominios 2 y 3 son fundamentales para la funcién de la proteina S1. Se ha
demostrado por espectroscopia de resonancia magnética nuclear que el dominio 5 de la
proteina S1 de Vibrio vulnificus es necesario para la desnaturalizacion de mRNAs
estructurados y mediante estudios in silico se sabe que éste comparte identidad con el
dominio 3 de E. coli, lo que apoya la presencia y funcionalidad de dicho dominio en ésta
bacteria. Ademas se vio por ensayos de retardamiento, que la eliminacion del dominio 3 de
la proteina ribosomal S1 de Vibrio sp. impide por completo la unién de mRNA a la subunidad
30S (Qureshy et al.,2018) resaltando la importancia de dicho dominio en las bacterias.

Las proteinas que contienen multiples copias del mismo dominio son las mas
interesantes desde el punto de vista de la actividad funcional, y la gran variacion en el
namero de repeticiones del dominio S1 como una de las variantes estructurales del pliegue
OB la hacen una caracteristica distintiva de las proteinas que contienen el dominio S1. En
las proteinas bacterianas, el nimero de repeticiones no es mas de 6, independientemente
del tamafio de la proteina. Por ejemplo, la proteina ribosomal S1 de T. pallidum con 863
residuos de aminoacidos de longitud tiene s6lo seis dominios estructurales iguales que la
proteina ribosémica S1 de E. coli con 557 residuos de aminoacidos de longitud. La longitud
maxima de una proteina bacteriana, que contiene seis repeticiones del dominio S1, es de

937 residuos de aminoacidos de la bacteria Marinimicrobia (Deryusheva, et. al., 2017).

Es evidente que las proteinas que contienen el dominio S1 comprenden una copia
del equivalente del dominio 3 de E. coli. Asimismo, las proteinas de la familia S1 de la
proteina ribosémica 30S contienen principalmente seis repeticiones S1, aunque existen

algunas que portan un dominio tnico (Deryusheva et al., 2010).

Se ha demostrado que cortar un dominio S1 del extremo C-terminal o dos dominios
S1 del extremo N-terminal de la proteina reduce solo la efectividad de las funciones de la
proteina, pero no abaten sus capacidades funcionales (Sirand-Pugnet et. al., 2007), por

ejemplo, en las bacterias parasitas de Mollicutes la subunidad 30S realiza eficazmente la
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principal funcion de unién al RNA aun tras la eliminacion de los dominios mencionados.
(Sirand-Pugnet, et. al., 2007)

El alineamiento de la familia S1 de la proteina ribosémal 30S de las eubacterias
permitié revelar el dominio con la mayor homologia con el dominio S1 de union al RNA de
la PNPasa. Para la proteina ribosomal 30S S1 que contiene seis proteinas del dominio S1,
este es el tercer dominio y es sabido que los residuos conservados de unién al RNA se
encuentran en este dominio (Phe-19, Phe-22, His-34, Asp-64 y Arg-68). Por lo tanto, se
puede suponer que este dominio podria ser el producto final de la evolucién o se deriva de
un ancestro comun y tiene relevancia en las funciones necesarias minimas de la proteina
(Bycroft et al., 1997).

El dominio S1 se localiza en proteinas con diferente nimero de dominios con cierta
regularidad, un ejemplo es la Rnasal. Amblar et. al. (2006), al comparar un conjunto de
proteinas truncas de la Rnasall con la de tipo silvestre pudieron demostrar que S1 es el
dominio méas importante en el estableciminto de complejos estables RNA-proteina; la
eliminacion del mismo da como resultado una drastica reduccion en la capacidad de union
a RNA

La purificacién de la quimera S1-D2,3, por columna de niquel muestra que hay una
copurificacion con la proteina silvestre endd6gena detectada por el suero anti-S, y
corroborado por la falta de sefial con el anticuerpo anti-his6. Por lo tanto se confirma que
se debe a un acomplamiento con la proteina S1 WT, con un peso de 61 kDa, dado que la
cepa de E. coli BL21 DES, en la que se indujo la mutante, la expresa de forma constitutiva.
Resulta importante dicha interaccién dado que se sabe gue los dominios de S1 son capaces
de homodimerizar bajo ciertas circunstancias, por ejemplo, en presencia de glutaraldehido,
mediante uniones hidrofébicas de las laminas bl y b4 (A39, 141, K43, E99, 1101), ademas
de puentes de hidrogeno (Schubert et. al., 2004) explicando de este modo la presencia no
esperada de la proteina S1 WT. La copurificacion de la proteina S1 WT también se puede
explicar por la naturaleza ancestral de la misma, ya que, desde el punto de vista biolédgico,
las repeticiones de los dominios en la proteina S1, se definen como que ocurren en forma
multiple y en general con un alto grado de homologia, esto significa que estas repeticiones

evolucionaron a partir de un ancestro comun. Dicho ancestro representaba una Unica
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repeticibn que formaba homooligdmeros para tener actividad funcional eficaz (Andrade,

et.al., 2001). Dadas estas condiciones se considera normal que la quimera S1-D2,3 logre

homodimerizar con la proteina S1 WT de la cepa E. coli BL21 DES.

9. CONCLUSIONES

10.

Los dominios 2, 3 de la proteina S1 son suficientes para rescatar
parcialmente la viabilidad celular en mutantes condicionales del gen rpsA.

Se logré sobreexpresar y purificar la quimera S1-D2,3.

PERSPECTIVAS

Analizar in-vitro la afinidad de los dominios 2-3 de la proteina ribosomal S1
con mMRNAs poco estructurados, ricos en A/U/G.

Realizar mutaciones sitio especificas de los aminoacidos involucrados en la
unién de mRNAs.

Clonar la quimera S1-D1-3, con el fin de evaluar el efecto del dominio 1 en

la unién a ribosoma.
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