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RESUMEN

La iniciacién de la sintesis de proteinas requiere la accion de diversos ligandos que
permiten la correcta determinaciéon del marco de lectura del ARNm y regulan la
velocidad con la que los ribosomas producen proteinas. Durante esta fase participan
tres factores de iniciacion (IF1, IF2 e IF3) que catalizan la union del ARNt de
iniciacion y posterior decodificacion del coddn de iniciacion del ARNm. IF3 eleva
la fidelidad de la iniciacion de la traduccién y participa en diversos puntos de
control del proceso. Sin embargo, las funciones de IF3 en relacion con la
variabilidad conformacional del factor unido al ribosoma son poco entendidas. Para
poder estudiar los cambios estructurales del factor IF3 en el tiempo y en funcion a
la formacion del complejo de iniciacion se utilizaron las técnicas de FRET (Forster
Resonance Energy Tranfer) intramolecular y cinéticas rapidas. La unién de IF1 e
IF2 (en presencia de IF1) provocaron un acercamiento de los dominios de IF3;
mientras que la union de IF3 y del ARNt, lo opuesto. Las velocidades de dichos
cambios entre los dominios de IF3 variaron entre 0.55 y 4.87 s, La ausencia del
dominio amino terminal de IF3 produjo una disminucién de la afinidad del ARNt
de inicio y una formacion mas lenta del complejo 70S. Los andlisis estructurales de
IF3 en distintas conformaciones guardaron relacion con los cambios en distancia
observados en los ensayos de cinéticas. La combinacion de analisis cinéticos y
estructurales permitieron proponer un modelo para los cambios en IF3 por cada

intermedio de la formacion del complejo de iniciacion 30S de las bacterias.
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ABSTRACT

Translation initiation is a crucial regulatory step in protein synthesis. Three factors
(IF1, IF2 and IF3) are involved during this phase and are responsible for the
selection and the quantity of the protein produced. IF3 manages the fidelity of
translation and acts upon various Kinetic regulatory checkpoints. Nevertheless, the
relation between this function and the conformational variability of the ribosome-
bound factor is unknown. We used intramolecular FRET and rapid kinetics to study
the structural changes of IF3 during the formation of the initiation complex. The
binding of IF1 and IF2 results in a reduced distance between IF3’s domains, while
the binding of ARNt provokes an increase in the distances. The velocities of these
movements were between 0.55 and 4.87 s, Kinetic assays in absence of the N-
terminal domain resulted in a decreased binding affinity of the initiator ARNt and
in a slower 70S assembly. Structural analysis correlated different IF3 conformations
to the directionality of the changes determined by the kinetics data. Here we
stablished a conjunct model of conformation changes of IF3 in the intermediaries

of the initiation complex from the combination of kinetic and structural analysis.
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. INTRODUCCION

Los ribosomas son complejos macromoleculares que se encargan de la sintesis de
proteinas. En las bacterias, el ribosoma 70S estd compuesto por dos subunidades:
la subunidad menor (30S) y la subunidad mayor (50S) (1). El ribosoma y los &cidos
ribonucleicos (ARN) de transferencia (ARNt) se encargan de traducir el cddigo
genético, introducido por el ARN mensajero (ARNm), en una cadena polipeptidica.
El proceso de traduccién del ARNm se divide en cuatro etapas: iniciacion,

elongacidn, terminacion y reciclaje ribosomal (2).

Durante la iniciacion, el ribosoma y tres factores de iniciacion (IF1, IF2 e IF3) se
encargan de promover la unién del ARNt iniciador (fMet-ARNt™®) al codén de
iniciacién del ARNm donde se determina el marco de lectura (3-5). En la fase de
la elongacion, se forma la cadena polipeptidica. Cada nuevo aminoacido es
presentado por su respectivo ARNt en un complejo con el factor de elongacion EF-
Tu y es seguido por formacion del enlace peptidico que une ambos aminoacidos
(6). Este proceso repite hasta que el ribosoma encuentra un codén de terminacion
(UAA, UGA o UAG) (7). Los factores de liberacion reconocen estos codones y
promueven la separacion del péptido sintetizado (8,9). Finalmente, el factor de
reciclaje ribosomal RRF, junto con el factor de elongacion EF-G e IF3, promueven
la separacién de las subunidades (10). Dentro del proceso de traduccién, la
iniciacion define la velocidad con la que el ribosoma inicia la decodificacion de la
informacién genética (11). Esta fase es altamente regulada y se desconocen

aspectos conformacionales de sus factores relacionados a la fidelidad de traduccion.



Durante la iniciacion, el fMet-ARNt™® se une al ARNm en la subunidad 30S
formando el complejo de pre-iniciacion 30S (30S-PIC) (12,13). Esta reaccion es
catalizada por los tres factores de iniciacion: IF1, IF2 e IF3 (14). La unién del
ARNm al ribosoma estd guiada la secuencia de Shine-Dalgarno (SD) que es
complementaria a la region anti-Shine-Dalgarno (aSD) del ARN ribosomal (ARNr)
16S (15); sin embargo, la SD no es esencial para la correcta decodificacion del
codoén de iniciacion (16). IF2, de manera cooperativa con IF1 e IF3, promueve la
union del fMet-ARNt™® al complejo de pre-iniciacion. Cuando se reconoce el
codon de inicio (AUG, GUG o UUG en bacterias), el 30S-PIC se reordena al
complejo de iniciacién 30S (30S-IC) (Figura 1) (12). A pesar de que los complejos
30S-PIC y 30S-1C comparten los mismos ligandos, la afinidad de cada uno de ellos
difiere ampliamente (17). Finalmente, la subunidad 50S se une al 30S-1C formando
el complejo de iniciacion 70S (70S-1C); los factores de iniciacion se disocian del

ribosoma y se inicia la fase de elongacién (18-20).

fMet-tRNAM=

i Reconocimiento

codon anticodon

|

|
308 30SPIC 30SIC

Figura 1. Esquema de la iniciacion de la traduccion. Se muestra los pasos generales de la formacion del

complejo de iniciacion 30S (30S-IC). Primero, debe formarse un complejo de pre-iniciacion 30S (30S-PIC)

con IF1 (amarillo), IF2 (Verde), IF3 (celeste) y el ARNm (rojo). Luego llega el fMet-ARNt™et (morado) y
tiene que formarse el codon-anticodon para pasar del 30S-PIC al 30S-IC.



Los factores de iniciacion regulan la fidelidad de la traduccion. En primer lugar,
IF1 aumenta la afinidad de los otros dos factores de iniciacion a la subunidad 30S
y promueve, con IF2, la unién del fMet-ARNt™® en el sitio P (21). IF2 tiene como
funcion principal promover la unién especifica del fMet-ARNt™®t (48). Asimismo,
aumenta la superficie de interaccion entre el complejo 30S-IC y la subunidad 50S,
acelerando la unidn entre ellos (20,22). IF3 participa durante todo el proceso de la
iniciacion de la sintesis de proteinas (17). Este factor disminuye la afinidad entre
las subunidades ribosomales, aumenta la velocidad de formacion del codon-
anticodon entre el ARNt y el ARNm y promueve la disociacion de ARNts
inespecificos (23-27). Ademas, IF3 contribuye substancialmente en el aumento la
fidelidad del proceso de iniciacion. Por estos motivos, es de interés estudiar los

mecanismos moleculares del factor.

IF3 es una proteina constituida por dos dominios globulares de tamafio similar,
amino-terminal (NTD, del inglés N-Terminal Domain) y carboxilo-terminal (CTD,
del inglés C-Terminal Domain) (28,29). Ambos dominios se mueven
independientemente el uno del otro de acuerdo a experimentos previos con
espectroscopia de resonancia magnética nuclear, mutagénesis y accesibilidad a
protedlisis (14,30,31). Durante el proceso de iniciacion, IF3 es el primer factor de
la traduccion en unirse a la subunidad 30S del ribosoma (32). EI CTD de IF3 (IF3-
CTD) entra en contacto con la plataforma de la subunidad 30S, seguido
inmediatamente por el NTD (33). El sitio de union de IF3 en la subunidad 30S ha
sido objeto de diversos estudios que localizan el factor en la plataforma de la 30S

(Figura 2a) (34,35). Si bien existen diversas posibles configuraciones de IF3 unido



a la subunidad 30S, se desconoce los movimientos, el orden y cinéticas de ellos. La
relacion que dichos movimientos podrian tener con las funciones del factor en la
fidelidad de la iniciacion es poco entendida. En este estudio, se utilizan técnicas de
espectroscopia por fluorescencia para medir cambios en la distancia entre los
dominios de IF3 en el tiempo y en funcién de todos los ligandos del complejo de
iniciacion 30S-IC (Figura 2b). Con este propdsito, se modifico IF3 con compuestos
donadores y aceptores de fluorescencia (IF3-DL) para medir la FRET (Foster
Resonance Energy Transfer) intramolecular en funcion de la interaccion de la
subunidad 30S con todos sus ligandos. Las mediciones de cambios estructurales en
el tiempo permitieron evaluar el sentido y la velocidad de los cambios
conformacionales de los dominios de IF3 durante la formacion del 30S-IC. Los
datos cinéticos obtenidos y el modelamiento in silico de estructuras existentes de
IF3 permiten proponer un modelo para las dindmicas de IF3 y la configuracién de
sus dominios en la plataforma de la 30S; y a partir de ello, relacionarlo con las

funciones de fidelidad de IF3.

(a) (b)
NTD
% o)
Alto | FRET | Bajo
Bajo I Fluorescencia ’ Alto

Figura 2. FRET intramolecular entre los dominios de IF3. a) Modelo de ubicacién aproximada de IF3
unido a la subunidad 30S. b) Posibles configuraciones de los dominios de IF3 y su relacién con la sefial de
fluorescencia emitido. Los asteriscos muestran la ubicacion relativa de los fluoréforos (Atto488: verde;
Atto540Q: morado).



1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El factor de iniciacion IF3 es una proteina compuesta por dos dominios globulares,
NTD y CTD (28), que participa en diversos pasos del proceso de seleccion del
ARNmM (26).

IF3 es el primer factor de la traduccion que llega a la subunidad 30S (17). Este
participa en el ensamblaje del 30S-PIC y en la transicion a un complejo de
reconocimiento del codon de iniciacion (30S-1C), ademas regula la unién de la
subunidad mayor para la formacién del complejo de iniciacion 70S (70S-IC)
(13,14). En este proceso, IF3 desarrolla diversas funciones que afectan la fidelidad
de la traduccion (23); previene la asociacion temprana de la subunidad 50S e influye
en la velocidad de asociacion y disociacion de ARNTts a la subunidad menor (24,36).
Estas funciones son atribuidas al CTD (23). Si bien la ausencia del NTD de IF3
(IF3-NTD) resulta en una reduccion en el fitness de la célula 'y en la eficiencia de
la traduccién, no se le ha atribuido una funcion molecular especifica (37).
Adicionalmente, los efectos funcionales de las posibles conformaciones de IF3 en
la subunidad 30S son parcialmente desconocidos. Un mejor entendimiento de
dichas fluctuaciones moleculares y su dependencia de otros ligandos del complejo
de iniciaciéon permitiria comprender los mecanismos moleculares y postular sus
efectos en la regulacion expresion genética durante la traduccion. Adicionalmente,
los intermedios cinéticos de IF3 en la subunidad 30S podrian ser utilizados como
potenciales blancos para el desarrollo de antibidticos. Se esperaria que la inhibicion
de IF3 en alguna de sus multiples conformaciones genere un proceso de iniciacion

sujeto a errores que afecte la homeostasis de la célula (38-41).



I1l. MARCO TEORICO

3.1.  Sintesis de proteinas en bacterias

La traduccion del ARNm por medio del ribosoma es el proceso por el cual se
sintetizan las proteinas en todas las células (11). Este proceso consta de cuatro fases:
la iniciacion, la elongacion, la terminacion y el reciclaje ribosomal. En la iniciacion,
el ribosoma reclutaun ARNm y establece el marco de lectura mediante la union del
fMet-ARNt™® al codén de inicio del ARNm acoplado a la subunidad 30S (42). En
la fase de la elongacion, los aminoécidos son presentados por su respectivo ARNt
en un complejo formado con el factor de elongacion EF-Tu y es seguido de la
formacion del enlace peptidico, catalizado por la subunidad 50S, que une ambos
aminoacidos (6). EI complejo resultante es el complejo 70S de pre-translocacion y
se caracteriza por poseer un ARNt de-aminoacilado en el sitio A del ribosomay un
ARNILt unido al péptido que se estéa sintetizando en el sitio P (13,43). EI complejo de
pre-translocacion debe trasladarse a lo largo del ARNm en la direccion 5° a 3” para
poder liberar el sitio A y presentar un nuevo codén del ARNm para la
decodificacion. La reaccién de translocacion es catalizada por el factor de
elongacion EF-G. El proceso de elongacion de la cadena peptidica y translocacién
del ARNm se repite hasta que el ribosoma encuentra un codon de terminacién en el
sitio A (UAA, UGA o0 UAG) (7). Los codones de terminacion son reconocidos por
factores de liberacion que hidrolizan la proteina sintetizada del ultimo aminoacil-
ARNt (8,9). Luego de que el péptido sintetizado se libera del ribosoma, el RRF
junto con EF-G e IF3 promueven la separacion de las subunidades para un nuevo

inicio la sintesis de una nueva proteina (10).



3.2.  Iniciacion de la sintesis de proteinas

El inicio de la traduccion es un punto de regulacién que involucra la interaccion de
tres factores de iniciacion (IF1, IF2 e IF3), un ARNm, el fMet-ARNt™ y gl
ribosoma (44). En primer lugar, el fMet-ARNt™® un ARNm y los factores de
iniciacion se unen a la subunidad 30S formando el 30S-PIC (2,18). El 30S-PIC pasa
a formar el 30S-1C cuando se establece la interaccion entre el codon de inicio y el
anticodon de fMet-ARNt™¢ en el sitio P (14,18). Finalmente, la subunidad 50S se
une al 30S-IC formando el 70S-IC y este entra a la fase de la elongacion de la
sintesis de proteinas (Figura 1) (45,46). La union de las dos subunidades es un punto
de regulacion y control de la traduccion. Asi por ejemplo, se reduce la velocidad de
formacion del 70S-1C en complejos sin ARNt iniciador o con codones de inicio
incorrectos (2,14). La regulacion de la traduccion del ARNm esta ligada a cambios
conformacionales en la subunidad 30S y en los factores de iniciacién. Se ha
observado que la frecuencia de traduccién de un ARNm especifico depende de las
interacciones entre este con la subunidad 30S, de las estructuras secundarias que

pueda asumir y de las moléculas participantes de la fase de iniciacion (47,48,49).

3.3.  Factores de iniciacion

Los factores de iniciacion IF1, IF2 e IF3 aseguran la fidelidad y controlan la
correcta traduccién del ARNm (13). IF1 aumenta la afinidad por los otros dos
factores de iniciacion y evita que algun ARNt ocupe el sitio A de ribosoma (21).
Asimismo, se une en el sitio A de la subunidad 30S y genera cambios estructurales

locales y a distancia en la subunidad 30S (50). Finalmente, aumenta la afinidad de



la subunidad 30S por fMet-ARNt™® probablemente mediada por un aumento de
afinidad de IF2 (51).

IF2 promueve la union del fMet-ARNt™®! y aumenta la velocidad de union de la
subunidad 50S (52-54). Una molécula de GTP se une a IF2 y es hidrolizada durante
la unién de la subunidad mayor 50S al complejo 30S-IC, generando un cambio
conformacional que promueve la correcta transicion a la fase de elongacion (55,56).
Por otro lado, IF2 es un posible sensor del metabolismo de las bacterias, ya que el
proceso de iniciacion se detiene cuando ppGpp se une al factor (57).

Finalmente, IF3 facilita la union del ARNm y fMet-ARNt™®! a la subunidad 30S
(58) y evita la union prematura de la subunidad mayor del ribosoma (50S) que
resultaria en complejos sin ARNt iniciador o con codones de inicio incorrectos

(18,20,59).

3.4. IF3

IF3 es una proteina con dos dominios globulares, NTD y CTD, unidos por un
secuencia flexible (28,29). En solucién, IF3 puede adoptar una conformacién en
donde los dominios estan unidos entre si y otra en donde la proteina se encuentra
extendida (33). La union de IF3 con la subunidad 30S favorece la forma extendida
(60). IF3 se une a la plataforma de la subunidad 30S y establece contactos con la
hélices h45, h23 y h24 del ARNr 16S vy las proteinas ribosomales uS7 y uS11
(35,61-63). EI IF3-CTD se une a la region 790 del ADN 16S ribosomal e IF3-NTD,
cerca al fMet-ARNt™¢! (35). Entre las funciones conocidas de IF3, se ha observado
que influye negativamente en la unién entre subunidades de los ribosomas y en la

regulacion de afinidad por ARNm (18). IF3 genera cambios conformacionales en



el 30S-IC que afectan la afinidad de union de la subunidad 50S (64). Se atribuye
estas funciones al IF3-CTD y se desconoce funciones especificas del IF3-NTD. Sin
embargo, el IF3-NTD posee un rol adicional en la fidelidad de la iniciacion y en la

supervivencia de la célula (65).

35. FRET

La transferencia de energia de resonancia de fluorescencia (Forster Resonance
Energy Transfer, FRET) es una técnica que utiliza a la transmision de energia entre
dos moléculas sensibles a la luz (fluor6foros). Uno de ellos, el donador, al ser
excitado por luz, puede transferir su energia al segundo (el aceptor) y este emite
una fluorescencia a una longitud de onda distinta (66). La eficiencia de transmision
de energia es inversamente proporcional a la sexta potencia de la distancia, por lo
que la técnica de FRET es altamente sensible a cambios pequefios de distancia y
puede ser utilizada para seguir cambios conformacionales entre moléculas (67).
Para esto, se adhieren fluor6foros a moléculas que interactGan entre si o a distintas
partes de una molécula, para determinar la variacion de distancia entre fluoréforos
que se genera por dicha interaccion o por cambios conformacionales (68).
Combinar la técnica de FRET con aproximaciones en estado pre-estacionario ha
permitido determinar reacciones de unién y cambios conformacionales que ocurren
durante formacion de complejos entre la subunidad 30S y los factores de iniciacion

IF2 e IF3 (17).



IV. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

El inicio de la traduccién del ARNm es un punto de control en la sintesis proteica
altamente regulado (14). Estudios previos indican que IF3 se une a la plataforma de
la subunidad 30S antes que los otros factores y que sus dos dominios responden a
la unién del fMet-ARNt™¢t y a la formacion del codén-anticodon (13,69). IF3
cumple varias funciones relacionadas a la fidelidad de la formacion de un 30S-1C
adecuado (23). Sin embargo, se desconoce el efecto que otros componentes de la
iniciacion generan sobre la configuracién espacial de los dominios de IF3 y la
relacion de entre los movimientos de los dominios con las funciones de fidelidad
del factor. Debido al aumento de patdgenos con resistencia a antibidticos, es
necesario encontrar nuevas estrategias para combatirlas (70-72). La iniciacion es
un paso de regulacion més divergente de la traduccion entre procariotas y eucariotas
(41,73). Conocer con mayor detalle los mecanismos moleculares que influyen en
este paso podria dar lugar a nuevos blancos para antibiéticos. Se esperaria que
inhibiendo los mecanismos moleculares por los que I1F3 afecta la fidelidad, ocurriria
un proceso de iniciacion de la traduccion sujeto a errores, con consecuencias graves

para la viabilidad de la célula.
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V. OBJETIVOS

Objetivo general
Investigar los cambios en la conformacion del factor de iniciacion IF3, la cinética
involucrada y la funcién del dominio amino terminal del IF3 (IF3-NTD) en el
proceso de formacion del complejo de iniciacion de la traduccion en E. coli.
Obijetivos especificos
. Determinar el cambio de FRET en el tiempo entre los dominios de
IF3 durante la formacion de intermediarios del ensamblaje de complejos de
iniciacion 30S.
. Determinar las constantes cinéticas aparentes de los cambios
conformacionales de IF3.
. Determinar la distancia entre fluor6foros de IF3 en complejos 30S-
PIC — 30S-IC modelada in silico y comparar con cambios estructurales
observados mediante FRET.
. Evaluar una posible funcion del IF3-NTD durante la union del ARNt

de iniciacion y la formacién del complejo 70S-IC.
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VI. METODOLOGIA

6.1.  Disefo del estudio

Este trabajo es un estudio exploratorio experimental in vitro con el objetivo de
evaluar los movimientos de los dominios de IF3 en la formacion del 30S-IC. El
estudio requirié de procesos preparativo y analiticos. Todos los componentes del
proceso de iniciacién de la sintesis de proteinas fueron purificados separadamente
y reconstituidos para estudiar el efecto individual de cada uno. Se utilizaron
procedimientos preparativos donde se evalu6 cualitativamente la calidad de los
compuestos mediante técnicas de electroforesis y ensayos de actividad.
Analiticamente, se cuantificaron las preparaciones de proteinas, ribosomas, ARNTts,
ARNmMs con procedimientos adecuados en quintuplicado lo que permitié calcular
un valor promedio y una desviacion estandar. Las mediciones de FRET mediante
cinéticas rapidas se realizaron entre 7 y 10 veces para cada mezcla, donde cada
medicion es la resultante de 1000 puntos en el tiempo. Los replicados fueron
promediados y analizados mediante regresion no lineal usando funciones
exponenciales. Cada parametro calculado resulta en un promedio y la desviacién

entre la regresion y los datos medidos.

6.2.  Procedimientos y técnicas

6.2.1. Disefio y modificacion fluorescente de IF3-DL

Para medir los cambios conformacionales de IF3, se requiere la modificacion
especifica de cada dominio del factor con un compuesto fluorescente, ambos

compatibles con mediciones de FRET. Los cambios de FRET reflejan cambios de
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distancia entre los fluoréforos, en este caso cambios intramoleculares (Figura 2b).
IF3 wt contiene una cisteina nativa en la posicion 65 en el IF3-NTD, que es poco
accesible para el marcaje con maleimidas (<5% en 1 hora en condiciones no
desnaturalizantes). Para preparar IF3-DL, se introdujo una segunda cisteina
mediante la sustitucion de E166, expuesta al solvente, del IF3-CTD mediante

mutagénesis especifica.

6.2.2. Vectores de expresion (plasmidos) y transformacion de E. coli BL21

En este estudio, se utilizaron vectores de expresion con los genes codificantes para
IF3-E166C e IF1 wt. Los genes fueron sintetizados quimicamente y clonados en
plasmidos pET-24a con resistencia a kanamicina (Genscript, New Jersey, EEUU).
Se obtuvieron células competentes de E. coli BL21 mediante el kit Mix & Go
(ZymoResearch, Irvine, EEUU). Este kit proporciona un sistema estandarizado
basado en choque osmético por cloruro de calcio para incrementar la competencia
de E. coli. En resumen, se incubd 100 ng de cada plasmido con 50 ul de células
competentes por 10 min a 4°C. Luego se agreg6 200 ul de medio SOC y se incub6
a 37°C por 1lh en agitacion. Se cultivaron las bacterias en placas SOC con
kanamicina (30 pg/ml) por 10 £ 2 h a 37°C. Posteriormente, se sembré colonias
Unicas en placas de Luria Bertani (LB) con kanamicina (30 pg/ml) y se incubd por
10 £ 2 h a 37°C. Las colonias Unicas fueron seleccionadas y cultivadas en medio
liquido LB suplementado con kanamicina (30 pg/ml) a 37 °C y 150 rpm de
agitacion. Se utilizaron cultivos saturados para hacer stocks de glicerol y

almacenados a -80°C.

13



6.2.3. Expresion y purificacion

Se inocul6 una colonia aislada de cada cepa transformada en 30 mL de medio LB
con kanamicina (30 pg/ml) (LB kan+). Se incub6 por 12 horas a 37°C y 140 RPM.
Se utiliz6 este inoculo para cultivar 4 matraces con 500 mL de LB kan+ que se
incubaron a 37°C y 140 RPM hasta que la absorbancia a 600nm (ODsoonm) fuera
0.5. Se agreg0 isopropil-p-D-1-tiogalactopiranésido (IPTG) a una concentracion
final de 1mM. Luego de 3h, se recolectd las células por medio de centrifugacion a
6,250 RCFs (De las siglas en inglés, Relative Centrifugal Force), 4°C y 10min. El
pellet de células se lavo en buffer HAKM. (50mM HEPES, 10mM MgCI, 30mM
KCI, 70mM NH4CI) y se volvi6 a centrifugar para descartar el sobrenadante. Se
resuspendioé cada gramo de células en 3 mL de buffer de lisis (50mM HEPES,
70mM NH4Cl, 6mM B-mercaptoetanol, 10% glicerol , pH 7.1) y se sonicaron las
células con un equipo de sonicacion (ThermoFisher Scientific, Waltham, EEUU)
(16 ciclos de sonicacion, 10s de pulso y 30s de reposo por ciclo, con una intensidad
de 30%). Se centrifugd la solucién (11,000 RCFs por 30min) dos veces y el
sobrenadante se paso por filtros Milipore Millex-HV de 45 pum (Merck Millipore,

Kenilworth, EEUU).

Para verificar la expresidn de las proteinas en la induccién, se recolecté una muestra
de 1 mL antes de agregar IPTG y cada hora luego de la induccion y se analizaron
en un gel denaturante (SDS-PAGE desodium dodecyl sulfate—polyacrylamide gel
electrophoresis) al 16% (Figura 3). Se observo un aumento de IF3 en funcion del
tiempo de induccion; mientras que para IF1, se observé una banda constante desde

la primera hora de induccién (Figura 3).
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Para la purificacion de las proteinas (IF3-E166C y IF1) se realizé una cromatografia
por medio de un equipo de cromatografia liquida de alta eficacia (del inglés, HPLC)
(Jasco, Tokyo, Japon) y una columna de intercambio ionico HiTrap Capto SP de
1mL (GE Healthcare, Chicago, EEUU). Se carg6 el sobrenadante filtrado en la
columna. Se utilizé una gradiente de sal NH4sCl (50mM HEPES, 50mM-1M
NH4Cl, 6mM B-mercaptoetanol, 10% glicerol, pH 7.1) y se recolectaron fracciones
de 500 pL. Las fracciones recolectadas, junto a muestras del lavado y flow through,
fueron verificadas en un gel SDS-PAGE al 16%. Se observo que la mayoria de los
contaminantes no se unen a la columna o son eluidos en el lavado de 100mM de
NH4CI. Sin embargo, se observaron contaminantes de alto peso molecular en las

fracciones de IF1 (Figura 4).

Horas Horas
(a) post-IPTG (b) post-IPTG

Ly P L 2 3 L. P 1 2 3

116kda
66.2kda

45kda

35kda

25kda
<+IF3

18.4kda

14 4kda 14 4kda

Figura 3. Expresion de IF3-E166C e IF1. Induccién de BL21 (DE3) pET-242 InfC e InfA para la
expresion de IF3 e IF1. SDS-PAGE al 16% de la induccion de IF3-E166C (a) e IF1 (b). L:
Marcador de peso molecular (ThermoFisher Scientific, Waltham, EEUU). P: Muestra obtenida

antes de la induccidn por IPTG. 1-3, horas de induccidn.

Las fracciones que contenian IF1 fueron sometidas a purificacion por filtracion en

sistema Amicon (Merck Millipore, Tullagreen, Irlanda) utilizando una membrana
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de 30 kDa, donde contaminantes de alto peso molecular fueron retenidos por la
membrana mientras que IF1 (8 kDa) pasaron los poros, y se obtuvieron
preparaciones de IF1 de alto grado de pureza (Figura 5a). Finalmente se dializo las
proteinas en buffer de marcado (50mM HEPES, 100mM NH4Cl, 10% glicerol, pH
7.1) con tubos D-tube Dialyzer de 3kDa (EMD Millipore, Billerica, EEUU) por 18

h'y se centrifugd a 14000 RCFs por 10 min antes de ser alicuotado y almacenado a

-80 °C.

(a) Fracciones de recoleccion Fracciones de recoleccion
LFTWI1 2 3 4 56 7 8 9101112 L13 14 151617 18 19 20 21 22 23 24 25 26

116kda
66.2kda
45kda
35kda
25kda
18.4kda
14 4kda

(©)

__ Fracciones derecolecciéon __ Fracciones derecoleccion
LFTW 12 3 456 7 8 910 L 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21

dea - -

Figura 4. Purificacion de IF3-E166C e IF1. SDS-PAGE al 16% de la purificacion de los factores
de iniciacion. a) y b) Purificacién de IF3-E166C. c) y d) Purificacion de IF1. L: Marcador de peso
molecular. FT: Flow through. W: Lavado a 100mM NH.CI.

6.2.4. Marcado fluorescente
IF3-E166C (100 uM) se marco con Atto-540Q-maleimida (2 mM) durante 30 min

en buffer de marcado al que se le adicion6 1 mM de tris(2-carboxietil)fosfina
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(TCEP). La reaccidn se detuvo agregando 2-mercaptoetanol (6 mM) y se purificd
del exceso de fluoréforo usando una columna Hitrap Capto SP de manera similar a
lo descrito previamente. Con el fin de superar la baja reactividad de Cys65, el IF3
marcado con Atto-540Q se dializé en buffer de marcado que contenia urea (2 M) y
posteriormente se hizo reaccionar con Atto488-maleimida (2 mM) durante 2 horas
a temperatura ambiente. La reaccion se detuvo mediante la adicion de 2-
mercaptoetanol (6 mM) y la proteina se purifico del exceso del fluoréforo como se
describié previamente.

Se realizé didlisis secuenciales de las proteinas en Storage buffer (200 mM NHClI,
6 mM 2-mercaptoetanol, 50 mM HEPES, pH 7.1) para disminuir la concentracion
de ureaa 1, 0.5y 0 M, en cada paso, por 8 horas a 4°C. Se verificé la pureza de
IF3-DL y el marcado por medio de un SDS-PAGE al 16% junto a un estandar de
BSA (Figura 5b-c). Antes de la tincion y con una exposicion a luz UV se observo
que IF3 contenia fluoréforos y luego con tincion mediante azul de Comassie, se
observo que el factor estaba puro. Finalmente se midio la absorbancia de los
fluoréforos Atto-488 (Aaps: 500NM, emax: 9%x10* Mt cm™) y Atto-540Q (Aavs:
543nm, emax: 1.05x10° M?* cm™) en un Nanodrop (ThermoFisher Scientific,
Waltham, EEUU) en la solucién para determinar la eficiencia de marcado (definida
como Moles de fluor6foro/Moles de Proteina). Se obtuvo que hubo una eficiencia
de marcado de 0.50+0.02 con Atto-540Q y 0.69+0.04 con Atto-488. Estudios
previos determinaron que modificaciones individuales no alteran la actividad de 1F3

(17,68)
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(a) (b) (©)

L IF1 L 1F3 BSA L IF3 BSA
116kda r < T O -
662kda |

45kda
35kda |
25Kda |y L — - - - ﬁ
18.4kda e
144kda
——

Figura 5. IF1 purificado y marcado fluorescente de IF3-DL. a) SDS-PAGE al 15% de IF1
luego de la filtracion. b) SDS-PAGE al 15% de IF3-DL luego de la purificacion de la proteina del
exceso de fluoréforo tefiido con azul de Comassie. Se muestra diluciones distintas de IF3. c) Gel

pre-tincion bajo luz UV. L: marcador de peso molecular.

6.2.5. Ensayos cinéticos

Para medir cambios de fluorescencia en funcion de reacciones de la iniciacion, se
utilizé un equipo de stopped-flow que permite mezclar rapidamente (< 1 ms) dos
soluciones y medir en tiempo real los cambios espectroscopicos que resulten de la
interaccion entre los componentes de cada solucién (Figura 6a). La lista de todas
las reacciones que se llevaron a cabo se puede observar en la Tabla 1.

En resumen, se mezcl6 IF3-DL en distintos intermediarios del 30S-PIC con
componentes de la iniciacion. Adicionalmente a ello, para evaluar el efecto de la
presencia o ausencia de IF3 y el efecto del dominio IF3-CTD, se cambiaron la
posicion de los fluor6foros para la sefial de FRET. En estos casos, se utilizé fMet-
ARNt™e con fluoresceina (ARNt-Flu) e IF1 marcado con Atto540Q.

Cada componente tuvo un volumen de 800 pL para 7 a 10 replicados y 1000 puntos

de medicidn. Todas las reacciones se realizaron en buffer TAKM1o (50 mM Tris,
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70 mM NH4CI, 30 mM KCI, 10 mM MgCly), a 25 °C con una longitud de onda de
excitacion de 470 nm. Se usé un filtro dptico de 515 nm para el detector de
fluorescencia emitida (Figura 6b). Los replicados fueron promediados y analizados
mediante regresion no lineal usando funciones exponenciales. Cada pardmetro
calculado resulta en un promedio y su desviacion entre la regresion y los datos
medidos. Para verificar la especificidad de la sefial de FRET también se produjo
una variante del factor modificado solo con el donador Atto-488 (NTD) (Figura 3b)
a partir de IF3 wt.

Las subunidades 30S y 50S, el factor IF2, el dominio IF3-CTD, el ARNm, fMet-
ARNt™et fMet-ARNt-Flu y GTP fueron proporcionados por el Dr. Attilio Fabbretti
de la escuela de Biociencias y Medicina Veterinaria de la Universidad de Camerino,

Italia. La preparacion de estos se encuentra detallada en Milén et al., 2007 (68)

13
Luz
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Figura 6. Esquema experimental del stopped-flow. a) Modelo del funcionamiento de un stopped-flow. b)
Sefial tipica que se obtiene de mezclar IF3-DL con la subunidad 30S (Azul) con un control con solo el
fluor6foro donador presente (Negro).

19



Tabla 1. Reacciones de cinéticas rapidas en el stopped-flow. Los componentes de cada jeringa se incubaron previamente a 37°C por 10min.

Reaccion

Jeringa lzquierda

Jeringa Derecha

SBoo~vwouokswnr

11
12
13
14

15
16
17

18

19

IF3-DL 0.05uM

30S 0.1uM + IF3-DL 0.05uM

30S 0.1uM + IF3-DL 0.05uM

30S 0.1uM + IF3-DL 0.05uM + IF1 0.15uM + IF2 0.15uM + GTP 100uM

30S 0.1uM + IF3-DL 0.05uM + IF1 0.15uM + IF2 0.15uM + GTP 100uM

30S 0.1uM + IF3-DL 0.05uM + IF1 0.15uM + IF2 0.15uM + GTP 100uM + ARNm 0.3uM

30S 0.1uM + IF3-DL 0.05uM + IF1 0.15puM +1F2 0.15uM + ARNt 0.3uM +GTP 100uM + ARNm 0.3uM
30S 0.1uM + IF3-DL 0.05uM + IF1 0.15uM +1F2 0.15uM + ARNt 0.3uM +GTP 100uM

30S 0.1uM + IF3-DL 0.05uM + IF1 0.15uM +1F2 0.15uM +GTP 100uM + ARNm 0.3uM

30S 0.1uM + IF3-DL 0.05uM + IF1 0.15uM +IF2 0.15uM +GTP 100uM

30S 0.1uM + IF3 0.15uM + IF1Q 0.15uM + IF2 0.15uM + GTP 100uM + ARNm 0.3uM

30S 0.1uM + IF3-CTD 0.15uM + IF1Q 0.15uM + IF2 0.15uM + GTP 100uM + ARNm 0.3uM

30S 0.1uM + IF1Q 0.15uM + IF2 0.15uM + GTP 100pM + ARNm 0.3uM

30S 0.1uM + IF3 0.15uM + IF1Q 0.15uM + IF2 0.15uM + GTP 100uM + ARNm 0.3uM + ARNt-Flu 0.05uM
30S 0.1puM + IF3-CTD 0.15uM + IF1Q 0.15uM + IF2 0.15uM + GTP 100puM + ARNm 0.3uM + ARNt-Flu
0.05uM

30S 0.1uM + IF1Q 0.15uM + IF2 0.15uM + GTP 100uM + ARNm 0.3uM + ARNt-Flu 0.05uM

30S 0.1uM + IF3 0.15uM + IF1Q 0.15uM + IF2 0.15uM + GTP 100pM + ARNm 0.3uM
30S 0.1uM + IF3-CTD 0.15uM + IF1Q 0.15uM + IF2 0.15uM + GTP 100uM + ARNm 0.3uM

30S 0.1uM + IF1Q 0.15uM + IF2 0.15uM + GTP 100pM + ARNm 0.3uM

ARNTt = fMet-ARNt™Met
ARNt-Flu = fMet-ARNt™et con fluoreceina

20

30S 0.1uM

IF1 0.15uM

IF2 0.15uM

ARNm 0.3uM

ARNt 0.3uM

ARNt 0.3uM

50S 0.1pM

50S 0.1pM

50S 0.1uM + ARNt 0.3uM
50S 0.1uM + ARNt 0.3uM
ARNt-Flu 0.05uM
ARNt-Flu 0.05uM
ARNt-Flu 0.05uM

50S 0.1pM

50S 0.1uM

50S 0.1pM

ARNt-Flu 0.05uM + 50S
0.1uM

ARNt-Flu 0.05uM + 50S
0.1uM

ARNt-Flu 0.05uM + 50S
0.1uM



6.3.  Andlisis cinético en estado pre-estacionario

Se realizaron entre 7 a 10 replicados de ensayos cinéticos en el stopped-flow y se
promedio el resultado. Para determinar los parametros cinéticos de los cambios de
fluorescencia en el tiempo, se realizd una regresion no lineal de los trazos en el
tiempo con Graphpad 7 (Prism, La Jolla, EEUU). Debido a que la formacién de un
complejo a partir de dos componentes resulta en una ecuacion exponencial
(ecuacion 1) (74), se aproximO las regresiones no lineales a ecuaciones
exponenciales (ecuaciones 2 y 3). Los resultados consolidados de las regresiones

no lineales pueden observarse en la Tabla S1.

Ecuacion 1
F = F, + Fe~karpnst
Ecuacién 2.
F = Fy + Fje~*app1*t 4 | o-kapp2+t
Ecuacion 3

F = FO + Fle—kappl*t + er—kappZ*t + FBe—kapp3*t

6.4.  Andlisis estructural

Se analizaron las estructuras de crio-microscopia electronica del 30S PIC para
determinar las distancias entre los volumenes accesibles de los fluoréforos para
cada posicion de IF3 (69). Se utilizo el programa de Maestro (Maestro, Schrodinger,
Nueva York, EEUU) para obtener las dimensiones de longitud de la cadena
carbonada y del radio del fluoréforo. Luego, se utilizd el programa de FRET-
restrained position and screening FPS (75) para obtener el volumen accesible (AV)

de los fluordforos a partir de las estructuras. Se utilizo el programa de Matlab para
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determinar la distancia entre cada coordenada obtenida de los AV de los fluor6foros
de las distintas configuraciones de IF3 (ver anexos) y se evaluo la distribucion con
Graphpad 7. En el estudio de referencia, los PDBs 5LMN, 5LMS y 5LMT
corresponden a los estados intermedios del complejo de pre-iniciacion PIC1, PIC2
y PICS3, respectivamente. En tanto, el PDB 5LMU fue asignado al complejo 30S-
IC (PIC4). La visualizacion de las estructuras fue por medio del software de
Chimera (66). Las distancias obtenidas se encuentran en las tablas Al y A2 de

anexos.

6.5. Consideraciones éticas

El trabajo fue exonerado por los comités de ética de la Universidad Peruana
Cayetano Heredia y de la Universidad Peruana de Ciencias Aplicadas debido a que
se trata de un proyecto experimental in vitro, sin uso de muestras de animales,

plantas o seres humanos.
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VIl. RESULTADOS

7.1. FRET intramolecular en IF3y su unién a la subunidad 30S.

IF3 consiste de dos dominios globulares unidos por una region flexible (28,29,35).
Cada dominio se une dos 0 mas sitios distintos en el complejo de iniciacion 30S
(35,69,77). Para poder estudiar como dichos dominios se disponen espacialmente
en funcion del tiempo se disefié una aproximacion de intramolecular FRET, donde
cada dominio fue marcado especificamente con un compuesto fluorescente,
donador (Atto-488) al amino terminal y aceptor (Atto-540Q) al carboxilo terminal
(ver métodos) para generar IF3-DL. Atto-540Q es un aceptor no emisor de
fluorescencia (quencher) que, de manera Optima, absorbe fotones de longitudes de
onda similares a los emitidos por Atto-488. La sefial de fluorescencia resultante

dependeré directamente a la distancia entre los fluoréforos.

IF3 es el primer factor que se une a la subunidad 30S, por este motivo se evalud el
cambio de fluorescencia de IF3-DL al unirse a la subunidad en un ensayo de
cinéticas en estado pre-estacionario usando un equipo stopped-flow (17). Al
mezclar IF3-DL con la subunidad 30S (Reaccion 1, Figura 7a) se observo un
aumento de fluorescencia (Figura 7b), indicando que los dominios del factor se
alejan entre si al unirse a la subunidad. Se observa que la sefial no es afectada por
el efecto de dilucion con el buffer y la magnitud de la sefial es mucho menor cuando
se utiliza IF3 sin aceptor como control para descartar que el cambio de fluorescencia
fue debido a cambios en el entorno del fluor6foro donador (Figura 6b). La sefial de
unién de IF3-DL a la subunidad 30S tuvo una dependencia exponencial en el tiempo

bifasica, lo que sugiere que la union inicial es seguida por una acomodacion del
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factor. Se realiz6 un andlisis de regresion no lineal con una ecuacién de dos
exponenciales (Ecuacion 2). Las constantes aparentes estimadas fueron kappl =
4.87+0.162 sty kapp2 = 0.47 £ 0.011 s!; mientras que las respectivas intensidades

de fluorescencia asociadas fueron F1 = 0.38 + 0.006 y F2 = 0.26 + 0.004.

Las constantes aparentes determinadas son similares a las reportadas en estudios
previos (17), donde IF3 se une rapidamente a la subunidad 30S. Los resultados
indican que la unién del factor es acompafiada por un cambio conformacional.
Dicho cambio indica una transicion entre un estado en donde los dominios estan
cercanos y otro en donde la distancia entre los dominios aumenta. La union de 1F3
se presenta en dos fases de intensidad similar, una de interaccion réapida seguida de

un cambio conformacional a una velocidad diez veces menor.

(a) (b)

308 308

Fluorescencia (11, A)
1

— Buifer

T T
0 3 10
Tiempo (=)

Figura 7. Union de IF3-DL a la subunidad 30S. a) Esquema de la reaccion. b) Cambio de
fluorescencia de IF3-DL ante la Ilegada de la subunidad 30S (celeste), control con buffer (negro).
Cada linea representa el promedio de 7 a 10 experimentos independientes. La linea continua negra

representa la aproximacion resultante de la regresion lineal a una ecuacion de dos exponenciales
(F = Fy + Fye~kavplst 4 | o~kapp2:t)
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7.2.  Cambios conformacionales de IF3-DL unido a la subunidad 30S en
respuesta a la llegada de componentes de la iniciacion.

IF3 e IF1 se estabilizan mutuamente en la subunidad 30S (27). IF1 aumenta la
afinidad de IF3 y viceversa (17). Esta cooperatividad genera una reduccion de la
velocidad de disociacién de los factores (5,17,67). La presencia de ambos factores
en la subunidad 30S genera una disminucién de la velocidad de union de la
subunidad mayor 50S, resultando en un estado de mayor fidelidad al reducir la
formacion de complejos 70S prematuros (18). Para evaluar si IF1 influencia la
disposicion de los dominios de IF3 ya unidos a la subunidad 30S, se mezcld
rapidamente subunidades 30S pre-unidas a IF3-DL con un exceso molar de IF1 en
un stopped-flow (Reacciones 2 y 3, Figura 8a). Se observé que la fluorescencia
decrece exponencialmente en el tiempo. Esto indica un acercamiento de los
dominios en respuesta a la union de IF1. De manera similar, se estudi6 el efecto de
la unién de IF2 y se observo una disminucion de sefial considerablemente menor

comparada a la de IF1 (Figura 8b).

Las sefiales de union de IF1 e IF2 a la subunidad 30S con IF3-DL tuvieron una
dependencia bifasica en el tiempo. El analisis de regresion no lineal usé una
ecuacion de dos exponenciales (Ecuacidn 2) en ambos casos. Para el cambio de
fluorescencia generado por IF1, las constantes aparentes estimadas fueron kappl =
0.55 + 0.021 sty kapp2 = 0.11 + 0.017 s, y sus respectivas intensidades de
fluorescencia asociadas fueron F1 = 0.11 + 0.004 y F2 = 0.04 £ 0.003. En tanto,
para la union de IF2, las constantes e intensidades estimadas fueron kappl = 2.50 +

0.282 s, kapp2 =0.30 £ 0.035s*, F1 =0.02 + 0.001, y F2 = 0.01 + 0.001.
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El analisis de regresion mostro diferencias en los cambios de intensidad generados
por los factores. IF1 causa un acercamiento de los dominios de IF3 al menos 5 veces
mayor al observado por IF2. Sin embargo, la velocidad asociada al cambio
ocasionado por IF1 es 20 veces menor al ocasionado por IF2. Dichas diferencias
indican que cada factor influencia diversamente la disposicion de IF3 en la
plataforma de la subunidad 30S. Las diferencias cinéticas de los efectos observados
podrian ser explicados por las diferencias intrinsecas en la unién de IF1 y IF2.
Estudios previos han mostraron que IF2 se une entre 20 y 30 veces mas rapido que
IF1 (17), y los resultados presentados indican que la union rapida de dichos factores

podrian ocasionar una reacomodacion en IF3 y/o sus sitios de union en el ribosoma.

— Buffer

Fluorescencia (U. A.)

08 T |
0 5 10
Tiempo (s)

Figura 8. Union de los factores IF1 e IF2 y reacomodacion de IF3-DL en la subunidad 30S. a)
Esquema de la reaccion. b) Cambio de FRET en el tiempo de IF3-DL unido a la subunidad 30S
ante la llegada de IF1 (amarillo) e IF2 (verde). Cada linea representa el promedio de 7 a 10
experimentos independientes. La linea continua negra representa la aproximacién resultante de la
regresion lineal a una ecuacion de dos exponenciales ( F = F, + F, e kapprlt 4 [, o~-kapp2=t)

IF3 afecta la velocidad de unién del fMet-ARNt™et 3 la subunidad menor del

ribosoma (17). Luego de la union del fMet-ARNt™® al ribosoma, la formacion de

la interaccion codon-anticodon entre el ARNt y ARNm en necesaria para continuar
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con el proceso de iniciacion (12). La formacion de dicha interaccion genera un

cambio en las afinidades de los factores, incluyendo IF3 (18).

En primer lugar, se evalud la influencia de la union del ARNm complejo 30S con
los tres factores de iniciacion (30S-1Fs, Reaccion 4, Figura 9a) para descartar
posibles diferencias conformacionales en IF3-DL debidas a la interaccion del
ARNmM con la subunidad 30S. No hubo ningtin cambio de fluorescencia en el tiempo
por la llegada del ARNm al complejo 30S-IFs, indicando que IF3 no modifica su
disposicion en la plataforma de la subunidad 30S en funcion de la unién del

ARNm (Figura 9b).

Luego, para evaluar si la union del ARNt genera algin cambio conformacional
sobre 1F3, se mezcld subunidades 30S pre-unidas a IF3-DL y los otros factores con
un exceso molar de fMet-ARNt™®t en un instrumento stopped-flow y se midi¢ el
cambio de FRET en el tiempo. Se realiz6 un experimento en ausencia y otro en
presencia del ARNm (Recciones 5y 6, Figura 9a) para evaluar si los potenciales
cambios de distancia entre los dominios de IF3 son especificos a la unién del ARNt
0 a la formacion del codon-anticodén. Se observé que hay un aumento de la

fluorescencia similar en ambas combinaciones (Fig. 9b).

La sefial de union del fMet-ARNt™® en ambos casos tuvo una dependencia
exponencial en el tiempo bifasica. En ausencia de ARNm, las constantes aparentes
y las intensidades de fluorescencia de la union del fMet-ARNt™®t fueron kappl =
1.86 + 0.093 s, kapp2 = 0.16 + 0.011 s, F1 = 0.05 + 0.001 y F2 = 0.02 + 0.001.

Para la union del fMet-ARNt™® en presencia del ARNm, las constantes e
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intensidades estimadas fueron kappl = 1.45 + 0.071 s, kapp2 = 0.12 + 0.008 s,
F1=0.042 £ 0.001, y F2 = 0.03 £ 0.001. EI anélisis mostr6é que la presencia del
ARNmM tampoco afecta la velocidad de union del fMet-ARNt™®t y el cambio en la

intensidad de fluorescencia es similar.
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Figura 9. Cambios de FRET en IF3-DL durante la unién del fMet-ARNt™ety del ARNm. a)
Esquema de la reaccién. b) Cambio de fluorescencia en el tiempo ante la llegada del ARNm y del
fMet-ARNt™¢t en presencia y ausencia del ARNm. Cada medicion representa el promedio de 7 a
10 experimentos independientes. La linea continua negra representa la aproximacion resultante de
la regresion lineal a una ecuacion de dos exponenciales ( F = F, + F,ekappP1*t + [, g—kapp2=t)

7.3.  Liberacion de IF3 en la formacion del 70S-1C

La unidn de la subunidad 50S con el 30S-1C genera la formacion del complejo de
iniciacion 70S, la liberacion de los factores de iniciacion y el inicio de la elongacion
(14). Este proceso ocurre secuencialmente en varios pasos y es en estos donde IF3
ejerce su funcion de reguladora para asegurar la fidelidad del proceso (79). La
liberacion de IF3 es réapida cuando los complejos son formados adecuadamente
(18). Durante la union de IF3-DL a la subunidad 30S se observé un aumento de

distancia entre sus dominios (Figura 7b). Se espera que, si IF3 se libera del ribosoma

28



en respuesta a la llegada de la subunidad 50S, la distancia entre los dominios

disminuya y se observe una disminucion de fluorescencia.

Se mezclé el complejo 30S-1C pre-incubadas con IF3-DL contra la subunidade 50S
en un stopped-flow y se midid los cambios de fluorescencia en el tiempo (Reaccion
7, Figura 10a). La llegada de la subunidad 50S al 30S-1C (con IF3-DL) resulté en
una disminucion de fluorescencia, lo que indica que los dominios de IF3 se acercan
(Figura 10b). Esto indica que IF3 recupera su conformacion previa a la union con
la subunidad 30S. La sefial de union de la subunidad 50S al 30S-IC tuvo una
dependencia bifésica en el tiempo. Las constantes aparentes e intensidades de
fluorescencia estimadas fueron kapp1 = 0.55 + 0.012 s, kapp2 = 0.05 + 0.001 s,

F1=0.04 £0.001y F2 =0.03 + 0.001.

Los complejos formados incorrectamente, por ejemplo con un codoén distinto al de
iniciacion, un ARNLt erréneo o en ausencia del ARNm, ocasionan una disminucion
de la velocidad de asociacion de la subunidad 50S, principalmente por una
disociacion lenta de IF3 (18,20). Sin la formacion de la interaccion codon-
anticodon, no ocurriria la transicion del 30S-PIC al 30S-IC, lo que limitaria la

transicién hacia el complejo 70S-1C y su progresion a la fase de elongacion (80).

Para estudiar como IF3-DL responde a la union de la subunidad 50S a complejos
prematuros de 30S-PIC, se realizaron mediciones de union de la subunidad 50S a
un 30S-PIC en ausencia del ARNm (Reaccion 8). Se observd una disminucion de
la fluorescencia inicial, rapida, de poca intensidad; seguida de una recuperacion de
fluorescencia (Figura 10b). Esto indica que IF3 no se disocia y potencialmente se

reposiciona en la subunidad 30S en respuesta a la llegada de la subunidad 50S. En
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ausencia del ARNm, las constantes cinéticas e intensidades estimadas fueron kapp1

=0.71 £ 0.024 s, kapp2 = 0.04 £ 0.001 s, F1 =0.08 + 0.001 y F2 = 0.07 + 0.01.

La disminucion de fluorescencia seguida de un aumento en respuesta a la llegada
de la subunidad 50S al 30S-PIC sin ARNm indicaria un acercamiento de los
dominios de IF3 seguido de un alejamiento, lo que sugiere que IF3 no adopta su

conformacién mas abierta que probablemente sefiala al sistema su disociacion.
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Figura 10. Unidn de la subunidad 50S al 30S-1C y al 30S-PIC sin ARNm. a) Esquema de la
reaccion se muestra la union de la 50S a un 30S-1C resultando en la formacion del 70SIC y la
liberacion de factores. b) Cambio de fluorescencia en el tiempo del IF3-DL unido al 30S-1C (Azul)
y unido al 30S-PIC en ausencia de ARNm (Anaranjado) ante la llegada del 50S. Cada linea
representa el promedio de 7 a 10 experimentos independientes. La linea continua negra representa
la aproximacion resultante de la regresion lineal a una ecuacién de dos exponenciales (F = F, +
Fle—kappl*t + er—kappZ*t)l
7.4.  Respuesta conformacional de IF3-DL unido a la 30S-PIC a la llegada

del 50S junto al fMet-ARNt™et,

Los ensayos de union del fMet-ARNt™et al complejo 30S-PIC no mostraron un
cambio de IF3-DL en la formacidon del codon-anticodon (Figura 9). Investigaciones
previas, usando otras combinaciones de FRET entre IF1y el ARNt o entre IF3 y el

ARNLt, indican que la union inicial de ARNt es predominante en las sefiales
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estudiadas (12,62). Un mecanismo probable seria la union inicial del ARNt seguida
de un cambio conformacional correspondiente al reconocimiento del codén de
iniciacion. Esta acomodacion del ARNt puede tener una velocidad mayor a la
velocidad de union inicial o puede ser mas lenta. En el primer caso, la cinética
observada seria limitada por la reaccion de unién. En el segundo caso podria resultar
en una fase mas lenta. En un contexto fisiolégico, una acomodacion lenta limitaria

la velocidad con la cual el ribosoma entra en la fase de elongacion.

Para evaluar ambas opciones, se mezcl6 el complejo 30S-PIC (con IF3-DL), en
presencia y ausencia del ARNm, con el 50S junto al fMet-ARNt™¢ty se observo
cambios de fluorescencia de IF3-DL en el tiempo mediante la técnica de stopped-

flow (Reacciones 9y 10, Figura 11a).

En presencia de ARNm, se observo que hubo un aumento inicial de fluorescencia
seguido por una disminucion lenta de sefial (Figura 11b). El aumento inicial fue
similar al visto en ensayos de union del ARNt (Figura 9b); mientras que la
disminucion posterior fue similar al observado durante la disociacion de IF3 durante
la unién del 50S (Figura 10b). Las constantes aparentes e intensidades de
fluorescencias fueron kapp1 = 3.51+0.141 s, kapp2 = 0.11 £ 0.001 s*, F1=0.11 +
0.003y F2 = 0.07 + 0.001. Los datos sugieren el fMet-ARNt™®! se une primero y
la subunidad 50S puede rapidamente catalizar la disociacion de IF3, por lo que el

reconocimiento del codon de iniciacion seria mas rapido que la union inicial.

En ausencia del ARNm, la sefial inicialmente aumento, luego disminuy¢ y volvid a
aumentar (Figura 11b), de manera similar a lo observado en ensayos de union del

fMet-ARNt™®t o del 50S a complejos 30S-PIC sin ARNm (Figura 10b). En
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ausencia del ARNm la sefial tuvo una dependencia trifasica (Ecuacion 3). Las
constantes e intensidades estimadas fueron k kapp1 = 4.01 + 0.684 s, kapp2 = 0.37
+0.004 s, kapp3 = 0.07 £ 0.002 s, F1 = 0.07 + 0.006, F2 = 0.08 + 0.004, y F3 =
0.13 + 0.004. Dicha respuesta compleja de IF3 podria indicar una union del ARNt
sequida por la llegada de la subunidad 50S que, por la falta del ARNm vy la

formacion del codon-anticodon, no puede formar el complejo 70S.
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Figura 11. Efecto de la llegada conjunta del fMet-ARNt™et y |a subunidad 50S al 30S-PIC. a)
Esquema de la reaccién. b) Cambio de fluorescencia en el tiempo de IF3-DL en el 30S-PIC en
respuesta a la llegada de fMet-ARNt™¢t junto a la 50S (Crema) y en ausencia de ARNm (Verde).
Cada medicidn representa el promedio de 7 a 10 experimentos independientes. La linea continua
negra representa la aproximacion resultante de la regresion lineal a una ecuacién de dos
exponenciales ( F = F, + F,e kappist 4 | g=kapp2+t) g de tres exponenciales (F = F, +
Fle—kappl*t + er—kappZ*t + F3e—kapp3*t).

7.5. Efecto de la ausencia del dominio amino terminal de IF3 (IF3-NTD).

IF3 cumple diversas funciones que mantienen la fidelidad de la iniciacion. Estudios
pasados atribuyen esas funciones al dominio IF3-CTD (23). Estudios recientes han
demostrado que el dominio IF3-NTD no es esencial para la supervivencia de la
célula; sin embargo, su ausencia disminuye los niveles de traduccion vy, por
extension, el fitness de la célula (37). Para observar el efecto que la ausencia del

dominio IF3-NTD genera en la iniciacion, se utilizé un fMet-ARNt™e modificado
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con fluoresceina como fluoréforo donador (ARNt-Flu) y un IF1 marcado con
ATTO540Q como aceptor (IF1Q). Dicha pareja de FRET permite evaluar la
asociacion del ARNt al complejo de iniciacion 30S y la liberacién del 1F1 durante

la formacion del complejo 70S de iniciacion (56,81).

Para evaluar el efecto de la ausencia del IF3-NTD en la formacion del complejo
30S-PIC, se mezclo el complejo 30S-PIC (con IF1Q) y en presencia de IF3, solo el
dominio IF3-CTD o sin IF3; con ARNTt fluorescente en un sistema de stopped-flow
(Reacciones 11 al 13). En presencia del IF3 completo, la sefial de fluorescencia del
ARNt disminuyd en el tiempo indicando que el ARNt fluorescente se esta
acercando al fluoréforo aceptor en IF1 (Figura 12a). En ausencia del IF3-NTD, se
observo una disminucion de fluorescencia de menor amplitud comparada con lo
obtenido con IF3 completo (Figura 12a). En ausencia del IF3, se observo una
disminucion de fluorescencia menor a la observada con IF3 y mayor a la del IF3-
CTD (Figura 12a). Para las mediciones en presencia de IF3, los parametros
cinéticos obtenidos fueron kappl = 0.69+0.013 s, kapp2 = 0.05+0.001 s, F1 =
0.25+0.001y F2 = 0.11+0.001. En tanto, en ausencia del IF3-NTD, los parametros

fueron kappl = 0.62+0.007 s*, kapp2 = 0.04+0.01 s*, F1 = 0.11+0.01 y F2

0.07+£0.01. Finalmente, en ausencia de IF3, los parametros fueron kappl

0.53+0.004 s, kapp2 = 0.03£0.001 s, F1 = 0.18+0.001 y F2 = 0.09:+0.001.

Los analisis muestran que la presencia del NTD en el IF3 completo pudo estar
aumentando la proporcion de ARNt que se une al 30S-PIC, mientras que la ausencia

del dominio resulté en un comportamiento que se asemeja a un complejo sin 1F3.

IF3 disminuye la velocidad de union de la subunidad 50S a complejo de

preiniciacion (23). Para evaluar el efecto de la ausencia del IF3-NTD en este
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proceso, se mezcld complejos 30S-1C preincubados con las variantes de IF3 (es
decir, en presencia o ausencia de IF3 o solo con el dominio IF3-CTD), IF1Q vy el
ARNIt-Flu con la subunidad 50S en un instrumento stopped-flow (Reacciones 14 al

16).

En ausencia del dominio IF3-NTD, la unién del 50S al complejo 30S-1C mostré un
aumento de fluorescencia con una dependencia bifasica (Figura 12b), indicando un
aumento de distancia de 1F1-540Q del ARNt-Flu o la disociacion de los factores a
la subunidad 30S. Las constantes aparentes e intensidades de fluorescencia
estimadas (Ecuacion 2) fueron kappl = 2.91+0.072 s%, kapp2 = 0.12+0.002 s%, F1

=0.21+0.003 y F2 = 0.08+0.001.

Cuando se utilizé IF3 completo, se observd un mayor aumento de fluorescencia en
comparacion a IF3-CTD, con un comportamiento similar, pero a una velocidad
menor (Figura 12b). Las cinéticas asociadas a la reaccion fueron similares a
aquellas observadas para la disociacion de IF1 (17). Las constantes calculadas
(Ecuacion 2) fueron kappl = 0.67+0.011 s?, kapp2 = 0.09+0.001 s?, F1 =

0.30+0.001 y F2 = 0.10+0.001.

En ausencia de IF3, la sefial de fluorescencia se mantuvo elevada desde un inicio y
el cambio fue mucho mas rapido (Figura 12b). Esto concuerda con estudios
precedentes, donde la ausencia de IF3 permiti6 una asociacion rapida de la
subunidad 50S, lo cual lleva a una aceleracion de la liberacion de IF1 (23). Las
constantes calculadas fueron kappl = 2.27+0.523 s, kapp2 = 5.73+1.182 s, F1 =

0.09+0.052 y F2 = 0.18+0.049.
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En conjunto, los resultados aqui presentados en combinacion con reportes previos
indican que el aumento de fluorescencia asociado a la unién de la subunidad 50S
corresponde a la liberacién de IF1Q del complejo 70S IC. La ausencia del dominio
IF3-NTD resultd en intensidades de cambio de fluorescencia menores a las
observadas tanto en presencia o ausencia del IF3, lo cual podria indicar una
reduccion en la capacidad de disociacion de IF1. A su vez, esta reduccion podria
deberse a una incompleta formacion del complejo 30S-IC; por ejemplo, por una

menor union del ARNt fluorescente.

En los resultados de la llegada simultanea del ARNt con la subunidad 50S, se
observo una reacomodacion compleja de los dominios de IF3 (Figura 11). Para
evaluar si la ausencia del IF3-NTD afecta en la coordinacion de la union del ARNt
iniciador seguida de la unién inmediata de la 50S, se mezclé complejos 30S-PIC
preincubados con las variantes de IF3 e IF1Q con ARNt-Flu y subunidades 50S en

un instrumento stopped-flow (Reacciones 17 al 19).

En la reaccion del 30S-PIC formado en ausencia del IF3-NTD contra las
subunidades 50S mas ARNt-Flu, se observd una disminucion de fluorescencia
(Figura 12c) con una tendencia bifasica (kappl = 0.76+0.012 s, kapp2 =
0.05+0.001 s, F1 = 0.24+0.001 y F2 = 0.22+0.001). Sin embargo, cuando se
utilizé el IF3 completo, inicialmente se observé que la fluorescencia disminuye y
fue seguida de una segunda fase en la que la fluorescencia aumenta. Los parametros
asociados fueron kappl = 0.42+0.009 s, kapp2 = 0.03+0.001, s* F1 = 0.11+0.001
y F2 = 0.07+£0.001. La primera fase estaria reflejando la union del ARNt-Flu, que
al acercarse a IF1Q, la fluorescencia disminuy6 por el fenémeno quenching. Luego,

IF1 se liber6 por la formacién del 70S-IC, alejando los fluor6foros correspondientes
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en el IF1Q y en el ARNt. Este distanciamiento ocasionaria el aumento de

fluorescencia observado en la segunda fase.

En ausencia de IF3, el comportamiento es similar que en presencia de IF3, pero la
intensidad de los cambios es menor (Figura 12c). Los parametros cinéticos
estimados fueron kappl = 0.72+0.062 s, kapp2 = 0.08+0.002 s, F1 = 0.02+0.001
y F2 =0.03+0.001. El poco cambio de intensidad podria deberse a que sin IF3, la
afinidad entre las subunidades 30S y 50S es alta y sin la funcion de IF3 de ser
antagonista a la formacion del 70S-1C prematuros, se estarian formando complejos
mayormente sin la presencia del ARNt-Flu. La ausencia del IF3-NTD podria estar
impidiendo la formacion del 70S-1C a través de ambas reacciones observadas. La
union del ARNt parece ser perturbada al observarse que la disminucion de
fluorescencia inicial es mucho menor en ausencia del IF3-NTD con respecto a IF3
completo. Por otro lado, el aumento sucesivo de fluorescencia, que refleja la

liberacion del 1F1, también se ve afectado por la ausencia del IF3-NTD.

En conclusion, la ausencia del dominio IF3-NTD parece resultar en una disminuida
unién del ARN, sin perturbar las cinéticas aparentes de unién a complejos 30S-IC.
Dichos resultados no se verificaron en parte cuando la union del ARNt de inicio fue
inmediatamente seguida por la unién de la subunidad 50S, donde se ve una
velocidad de union dos veces menor. En general, cualquier aproximacion evaluada
indica que en ausencia del IF3-NTD, solo una fraccién del ARNt de inicio logré

formar un complejo de iniciacion.
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Figura 12. Efecto de la ausencia del IF3-NTD. a) Curva de fluorescencia de la llegada de ARNt-
Flu a un 30S-PIC (IF1Q) con IF3, IF3CTD o sin IF3. b) Curva de fluorescencia en el
tiempo de la llegada conjunta de la 50S a un 30S-PIC (IF1Q y ARNt-Flu) con IF3,
IF3CTD o sin IF3. ¢) Curva de fluorescencia en el tiempo de la llegada conjunta del
ARNt-Flu y la 50S a un 30S-PIC (IF1Q) con IF3, IF3CTD sin IF3.

7.6.  Aproximacion estructural

Los resultados de los ensayos de cinéticas rapidas indicaron cambios en la distancia
entre los dominios de IF3 durante la iniciacion de la traduccion. Si bien dicha
aproximacion brinda informacion cinética, no revela detalles estructurales de la
disposicion de los dominios en el ribosoma. Un estudio reciente de crio-EM
determing la estructura de un complejo 30-PIC previa a la union del fMet-ARNt™ét
y estructuras correspondientes a intermediarios entre el 30S-PIC y el 30S-IC (69).
El estudio de Hussain et. al observo que los dominios de IF3 se reacomodaron en
funcion de la union del fMet-ARNt™ét al 30S-PIC. Esta union generd un

movimiento del IF3-NTD hacia la cabeza del ribosoma. En tanto, la formacion de
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la interaccion coddn-anticoddn resulté en un movimiento del IF3-CTD, alejandose
de IF1 (69). Estos movimientos fueron registrados en 4 estados intermedios (PIC1-

4) (Figura 13a-b).

El estudio mencionado permite utilizar las estructuras para modelar las posibles
combinaciones de distancia entre los dominios de IF3 y asi evaluar su correlacion
espacial con los datos determinados mediante FRET intramolecular del presente
estudio. Para evaluar la posible correlacion, se model6 el volumen accesible (AV)
de los fluordforos en las posiciones de IF3 en cada estado de union reportado por
Hussain et al (Figura 13c). Luego, se determind la distribucién de distancias entre
todos los puntos AV de Atto488 y el Atto540qg correspondiente a cada estado

propuesto (PIC1-4).

Para el PIC1, que corresponde a un 30S-PIC previo a la union del fMet-ARNt™et,
la distancia fue 44.38 + 7.21 A. Mientras, esta distancia aumenté a 54.01+5.26 para
el PIC2, el estado que indica la unién inicial del ARNt (Tabla S2). De manera
similar, nuestros resultados indican que la distancia entre los dominios de IF3

aumenta en correspondencia de la llegada del fMet-ARNt™¢t (Figura 9b).

Para el estado PIC3, la distancia entre los fluordforos fue 48.56+4.52 A,
Finalmente, en la formacion del 30S-1C (el estado PIC4), el IF3-CTD se movio6 y
la distancia entre los fluor6foros fue 54.29+5.92 A (Tabla S2). Hussain et al.
indicaron que estos los estados PIC3 y PIC4 corresponden a la interaccion del
coddn-anticodon y la transicion de un 30S-PIC a un 30S-IC. Sin embargo, en
nuestros resultados, no se observd el acercamiento de los dominios durante el

reconocimiento del codon-anticoddn que se obtuvo en la transiciéon de PIC2 a PIC3.
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En nuestro caso, solo se observd un aumento en la fluorescencia durante todo el

proceso (Figura 9b).

Entre las combinaciones analizadas, resaltd la distancia obtenida entre la posicion
inicial del IF3-NTD (PIC1) con la posicion final del IF3-CTD (PIC4), en la cual se
obtuvo la mayor distancia posible entre fluoréforos: 56.19+7.11 A (Tabla S2). Estas
posiciones (aqui denominadas PICO) podrian representar la configuracion relativa
de los dominios de IF3 en la subunidad 30S en ausencia de los otros factores de
iniciacion. La disminucién de distancia de los fluor6foros entre el estado hipotético
PICO y el experimental PIC1 es de 11.7+7.6 A. Esta reduccion de la distancia es
compatible con los cambios observados mediante mediciones de FRET
intramolecular de 1F3 en funcion de la unién de los factores IF1 e IF2 (Figura 8b).
IF3, al unirse a la subunidad 30S, adoptaria la configuracion observada en PICO.
Luego, con la union de los otros factores de iniciacion, la distancia entre dominios
disminuiria en el estado PIC1. Con la union del fMet-ARNt™®, los dominios se
acercan inicialmente y ocurre la formacion de la interaccion conddn-anticodén
(PIC2-4).

(a) (b)

Formacion del 30SIC
tRNA

30S < 30SPIC —— 30SIC

+
IFs Formacion del

mRNA codon anti-codon

PIC1 PIC2 PIC3 PIC4

Estados segin Hussain

Figura 13. Andlisis de cambios estructurales de IF3 en respuesta a la llegada del fMet-
ARNt™et 3) Esquema de comparacidn entre la transicion del 30S+1Fs al 30S-PIC y finalmente al
30S-1C con los estados determinados por Hussain et al. b) Posiciones de IF3 determinadas segln

los estados de Hussain et al. PIC1 (Azul), PIC2 (Anaranjado), PIC3 (Celeste), y PIC4 (Morado). c)
Volumen accesible (AV) de los fluoréforos en el IF3-DL.
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VIIl. DISCUSION

8.1. Interaccién de IF3 con la subunidad 30S del ribosoma.

IF3 es el primer factor que se une a la subunidad 30S del ribosoma (17) y previene
que la subunidad 50S se una prematuramente con la subunidad menor (23,65,82).
Estudios previos de cinéticas en estado pre-estacionario han demostrado que IF3 se
une reversiblemente a la subunidad 30S, con una constante de velocidad de
asociacion kon = 10° uM1St y una constante de velocidad de disociacion Kofr =
0.001 s (17). Asimismo, se sugiere que luego de la primera interaccion de IF3 con
la subunidad 30S, puede ocurrir una reacomodacion del IF3, de alguno de sus
factores o del sitio de su unién en la subunidad 30S (17). Sin embargo, no se

concluye cuél o cuéles ocurren, ni en qué orden.

Este trabajo mide cambios intramoleculares entre los dominios del IF3 durante los
pasos de la iniciacién de la traduccidn, lo que permite describir un mecanismo mas
preciso de la union del factor a la subunidad 30S. Nuestros resultados indican que,
en promedio, el factor IF3 en solucion tiene sus dominios situados cerca entre si
(Figura 7). Ademas, se muestra que la union de IF3 a la subunidad 30S es una
reaccion de dos fases, una rapida seguida de una mas lenta (Figura 7), con
velocidades similares a aquellas previamente descritas. Finalmente, se observa que
luego de llegar a la subunidad 30S, IF3 pasa a un estado transitorio donde sus
dominios se alejan (Figura 7). Estos resultados demuestran que el proceso de
formacion del complejo 30S-1F3 es acompafado por un reposicionamiento de los

dominios de IF3 sucesivo a la primera interaccion del factor con la subunidad.
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Si bien los datos de cinéticas rapidas no permiten concluir la direccion que toman
los dominios de IF3 al reacomodarse cuando el factor llega a la subunidad 30S, se
pudo aproximar la naturaleza dicho reposicionamiento mediante un analisis de
estructuras de complejos 30S-I1F3 publicados. Estudios previos acerca del complejo
30S-IC bacteriano indican que cada dominio de IF3 posee dos sitios de union
independientes (33,35,69,77). El dominio IF3-CTD se une alternativamente en dos
posiciones en la plataforma de la subunidad 30S: una cercana a IF1, parcialmente
sobre el sitio P (C1) y otra en la region 790 del ARN ribosomal (C2) (Figura 14a).
Por otro lado, el dominio IF3-NTD puede interactuar con la punta de la plataforma
(N1), en cercania a la proteina ribosomal uS11, o con el ARNt de iniciacién (N2)
(Figura 14a) (35,69). Nuestro analisis del AV de los fluoréforos en los dominios de
IF3 (Figura 13) indicaria que el IF3-CTD se posiciona en el sitio de unién C2,
mientras que el NTD se une al sitio N1 en la plataforma en la unidn inicial de IF3

a la subunidad 30S.

Por otro lado, estudios de sondeo quimico en tiempo real sugirieron que el IF3-CTD
es el primero en interactuar con la subunidad 30S, seguido inmediatamente por el
IF3-NTD (62). Tomando en cuenta esto ultimo, se puede indicar que la primera fase
rapida de la union de IF3 a la subunidad 30S corresponderia a la interaccion del
dominio IF3-CTD con el sitio de union C2. Posteriormente a ello, el dominio IF3-
NTD se acomodaria al sitio N1 en la plataforma de la subunidad 30S en una fase

mas lenta.
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8.2. Formacion del complejo intermedio de iniciacion 30S-1Fs

El proceso de formacién de complejos 30S-IC es rapido, en donde la unién de los
tres factores de iniciacion ocurre en menos de 30 ms (17). Las propiedades de unién
de cada uno de los factores son afectadas por los otros de manera cooperativa: la
presencia de los tres maximiza la afinidad de cada factor a la subunidad 30S (17).
IF1 disminuye 100 veces la constante de velocidad de disociacion de IF3 y, de
manera reciproca, IF3 aumenta la afinidad de IF1 por la subunidad 30S (17). La
cooperatividad entre los factores ha sido materia de controversia con dos modelos
alternativos propuestos. El primero se basa en una cooperacion alostérica a través
de cambios conformacionales en la subunidad 30S que resulta en la reconfiguracion
de los sitios de union de los factores (61,83). La segunda se basa en una interaccion
directa entre IF1 e IF3, la cual aumentaria la afinidad de ambas proteinas con la
subunidad 30S (61,69). En ambos casos, se esperaria que la unién de IF1 modifique
la disposicion de IF3, ya sea por una interaccion directa de IF1 con alguno de los
dominios de IF3 o por cambios conformacionales en alguno de los sitios de union

de IF3.

Nuestros resultados indican que los dominios de IF3 se acercan en respuesta a la
unién de IF1 con el complejo 30S-1F3 (Figura 8). La velocidad del movimiento de
los dominios es similar a aquella descrita para la interaccion de IF1 con la subunidad
30S (17), lo que indica que el cambio de configuracion de IF3 es inmediato. De
manera similar, la union de IF2 promueve un acercamiento de los dominios, pero
de menor magnitud (Figura 8). La union IF1 e IF2 maximiza el acercamiento de los
dominios de IF3; sin embargo, no se puede determinar la direccion del movimiento

por esta aproximacion experimental. Se ha mostrado, en estructuras del complejo
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30S-PIC, que el IF3-NTD se une al sitio N1 en ausencia del ARNt (69).
Adicionalmente, estas estructuras muestran que el dominio IF3-CTD, en presencia
de IF1 e IF2, ocupa principalmente el sitio de unidon C2. El analisis estructural de
las posiciones de los fluoréforos en IF3-DL en funcion a dichas estructuras revela
efectivamente que IF1 estaria promoviendo un reposicionamiento del dominio IF3-
CTD, de su sitio C1 al C2. Este reposicionamiento corresponderia a un cambio de
12.45 A entre los fluor6foros de IF3-DL, lo cual resultaria en el cambio de FRET

observado en el presente estudio (Figura 8).

El complejo 30S-1Fs maximiza la afinidad de IF3 por la subunidad 30S y al mismo
tiempo minimiza la asociacion prematura de la subunidad 50S. En otras palabras,
cuando IF3 esta en el complejo 30S-IFs, su actividad de impedir la union de la
subunidad 50S en un momento incorrecto es elevada. El presente estudio postula
que dicha actividad podria asociarse a un estado donde su el dominio IF3-CTD
interactta con el sitio de unién C1, mientras que el dominio IF3-NTD se une al sitio
N1. Adicionalmente, el analisis cinético permite sefialar que el arreglo
conformacional de IF3 durante la unién de IF1 corresponde a un cambio del sitio
de unién del dominio IF3-CTD y que este ocurre inmediatamente después de la

Ilegada del otro factor.

8.3. Formacion del complejo de iniciacion 30S-1C

Luego de la union de los factores de iniciacion con la subunidad 30S, el siguiente
componente de la iniciacion que se acopla al sistema es el fMet-ARNt™®, mientras
que el ARNm puede unirse a la subunidad 30S en cualquier punto del proceso (17).

Los dominios de IF3 responden a la union del fMet-ARNt™¢ty siguen una serie de
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movimientos que corresponden a la formacion del codén-anticodén (69). Ante la
union del fMet-ARNt™et, el IF3-NTD se traslada del sitio de unién N1, en la punta
de la plataforma, hacia la cabeza de la subunidad 30S (N4) (Figura 14a) (69). Luego
del movimiento del IF3-NTD, el IF3-NTD se posiciona del sitio de union C2 al sitio
C1 (Figura 14a) (69).

Nuestros resultados indican que los dominios de IF3 se separan en respuesta a la
union del fMet-ARNt™® y que la unién del ARNm no genera cambios en la
fluorescencia (Figura 10). Los resultados experimentales de la uniéon del ARNt
concuerdan con la aproximacion estructural, en donde se determind un aumento en
la distancia entre los fluor6foros de 9.8 A en la transicion del estado PIC1 al PIC2
(Figura 13). Sin embargo, no se logré observar el acercamiento de dominios (que
ocurre en PIC3), ni el movimiento del IF3-CTD que sigue y que finalmente resulta

en la interaccion coddn-anticodén (69).

También se observé que la union del ARNt, en ausencia de ARNm, resultd en un
cambio en la distancia de los dominios con una amplitud y cinética similares a lo
obtenido en la unién del ARNt a un complejo completo (Figura 10). Esto podria
indicar que no se estd formando la interaccion codon-anticodon; sin embargo, en
nuestros experimentos sobre la formacidn del complejo 70S-1C han demostrado que
si estd ocurriendo (Figura 11). Por este motivo, es probable que los movimientos
intermedios de la formacion conddn-anticoddn estén ocurriendo y no pueden ser
detectados por el stopped-flow debido a que la velocidad de la reaccion asociada al
cambio estructural del IF3-CTD es mayor que la velocidad de unién. En ese caso,
el cambio de fluorescencia observado reflejaria un promedio de diversos complejos

intermedios y finales. Otra alternativa es que las diferencias experimentales entre
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este estudio y las aproximaciones estructurales por crio-EM (69) favorezcan la

estabilidad algunos intermedios.

8.4. IF3-DL Yy la progresion hacia la elongacion de la sintesis de proteinas.

Una vez que el complejo de iniciacion se forma, y la interaccion coddn-anticodon
es establecida, la subunidad 50S se une para formar el complejo 70S-1C y continuar
con el paso de la elongacion (13,56,83). Los factores de iniciacion se liberan del
70S-1C para ser reciclados en un nuevo proceso de la iniciacion en subunidades 30S

libres (14).

En nuestros resultados, se observo que la unién de la subunidad 50S al 30S-IC
resulta en una disminucion de fluorescencia de IF3 (Figura 10). Esta disminucion
tuvo velocidades similares a aquellas reportadas previamente donde se utilizd un
FRET entre IF3 'y el ARNt de iniciacion (17). En dicho estudio, se observo que IF3
se libera en respuesta a la llegada de la subunidad 50S y en estricta dependencia del
complejo 30S-IC correctamente formado. La ausencia del ARNm y/o la presencia
de codones erréneos en el mismo ocasionaban que la transicion hacia la elongacion
se interrumpa (17,79,80). El presente trabajo no solo confirma que IF3 se disocia
durante la formacion del complejo 70S-1C, sino que tambien indica que el factor

adopta una conformacion donde sus dominios estan cercanos entre si.

La union de la subunidad 50S a complejos formados en ausencia del ARNm resultd
en una pérdida de la sefial fluorescente, seguida de un aumento de esta (Figura 10).
Esto indicaria que IF3 no se liberd de la subunidad 30S; por tanto, que no se estan
formando complejos 70S-IC. Esto a su vez se respalda en estudios previos donde

indican que la formacidn de la interaccion entre el codon en el ARNm y anticodon
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en el fMet-ARNtfMet preceden la unién de la subunidad 50S (14). La afinidad de
IF3 se elevo en complejos incompletos, en correspondencia con una reduccion en
la velocidad de disociacion (18). Nuestros resultados revelan como los dominios de
IF3 podrian reacomodarse en complejos incompletos, y asi prevenir la asociacion

prematura de la subunidad 50S.

En la célula, el fMet-ARNt™® y |a subunidad 50S estan presentes en
concentraciones similares y al mismo tiempo comparten complejos 30S-PIC como
ligando (17,62). La velocidad con la que dichos complejos reconocen la correcta
formacion de la interaccion codén y anticoddn no ha sido determinada en detalle.
El sistema experimental de este estudio permitié medir por separado la velocidad
de llegada del fMet-ARNt™®t a través de un aumento de la fluorescencia en IF3-
DL, y la liberacion del factor durante la llegada de la subunidad 50S (Figura 11).
Para evaluar el comportamiento de IF3 en un contexto mas fisioldgico, se midieron
ambas reacciones en un mismo evento de mezcla. En el caso de la llegada
simultanea del ARNt y de la subunidad 50S (Figura 11), se observd como los
dominios de IF3 se separan y luego se acercan, lo que corresponde a los resultados
previos: la union del fMet-ARNt™¢t generd un aumento de la distancia (Figura 9) y
la liberacion del IF3-DL resultd en un acercamiento de sus dominios (Figura 10).
Sin embargo, hubo un aumento de velocidad de la separacion de los dominios
relacionada a la union del ARNt. Esto indica que la presencia de la subunidad 50S

agiliza el proceso de formacion del 30S-1C para la formacion del 70S-I1C.

En ausencia del ARNm, se observd inicialmente un aumento répido de
fluorescencia, con un comportamiento similar a lo obtenido con ARNm, pero de

menor amplitud; y posteriormente, un segundo aumento de la fluorescencia de una
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mayor magnitud, pero velocidades mas lentas. La disminucion de fluorescencia
observada entre estos dos aumentos podria deberse a un acercamiento de la
subunidad 50S al complejo. Al no formar el complejo 70-1C, debido a la falta de la
interaccion codon-anticodon, IF3-DL no es liberado y la amplitud del aumento de
fluorescencia final corresponderia al efecto de la union del fMet-ARNt™e! a todos

los complejos 30S-PIC en la reaccion.

Al comparar los cambios de distancias relativos con las amplitudes resultantes de
las cinéticas réapidas, se observé coherencia en la direccionalidad y amplitud relativa
de los movimientos de IF3 (Figura 14b). Al no tratarse de mediciones en moléculas
individuales, nuestra plataforma de mediciones no pudo detectar estados
intermedios tardios, como aquellos que ocurren durante el reconocimiento de la

interaccion codon-anticodén (P1C2-4) (69).
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Figura 14. Esquema de amplitudes de FRET y analisis estructural. a) Esquema de la
subunidad 30S mostrando los sitios de union de los dominios de IF3 (Morado: CTD,
Anaranjado: NTD). b) Comparacién de cambios relativos encontrados en el analisis

estructural (Anaranjado) con los cambios relativos de amplitudes de fluorescencia en los

ensayos cinéticos (Azul).
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8.5. La ausencia de IF3-NTD en diversos intermedios de la iniciacion de la
traduccion
Hasta hace unos afos, no habia evidencia que atribuyese alguna de las funciones de
regulacion al dominio IF3-NTD. Todas las funciones de IF3 se atribuian al 1F3-
CTD (23). Sin embargo, estudios recientes muestran que el IF3-NTD interactta con
el fMet-ARNt™®t y su interaccion con la subunidad 30S cambia durante la
iniciacion (69). Estudios in vivo sugieren que la ausencia de este dominio, si bien
no es esencial para la supervivencia de la célula, disminuye la eficiencia de la
traduccidn, reduce el fitness de la célula y parece esencial para la unién de ARNts

que contienen pares de GC, tipicos de la iniciacion (37).

Los experimentos de FRET entre el fMet-ARNt™® marcado con fluoresceina y el
IF1540Q mostraron que la ausencia del IF3-NTD afect6 la union del fMet-ARNt™¢t
fluorescente a un complejo 30S-PIC (Figura 11a). Si bien las velocidades de unién
no difirieron en gran magnitud, la amplitud del cambio fue menor y fue similar al
efecto de unidn del ARNt a un complejo sin IF3. Esta disminucion en la amplitud
indica que una menor proporcién de ARNTts se estd uniendo al complejo. En el caso
de la formacion del complejo 70S-IC, los resultados indican que la ausencia del
IF3-NTD disminuy0 la capacidad de union de la subunidad 50S (Figura 11b). La
unién ocurre rapidamente en ausencia del factor completo, lo que concuerda con
estudios previos que indican que una de las principales funciones del factor es la
disminucion de la afinidad de la subunidad 50S al complejo (23,84). La llegada
conjunta del ARNt y la subunidad 50S mostré que, en ausencia del IF3-NTD, la
union del fMet-ARNt™¢! fluorescente ocurrié a una menor velocidad y que el IF1

no se liber6 del complejo (Figura 11c). Esto es un indicador que, en ausencia del
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IF3-NTD, no se llega a formar el complejo 70S-1C en el tiempo que el experimento
dura. La ausencia de cambios en la fluorescencia observada sin IF3 nos indica que
la unién de la subunidad 50S sobrepasa a la union del fMet-ARNt™¢t fluorescente.
Esto respalda la funcion antagonista de IF3 a la union de las subunidades del

ribosoma (23,84).

Este trabajo y estudios recientes sugieren que el IF3-NTD facilita la union del fMet-
ARNt™e aumentando la afinidad entre el 30S-PIC y el ARN inicial (Figura 11).
Estudios de cinéticas en estado pre-estacionario, donde se evalud las constantes
microscopicas de la interaccion fMet-ARNt™® con la subunidad 30S en funcién de
IF3, sugirieron que el factor aumentaba tanto la velocidad de asociacion como la
velocidad de disociacion de los ARNts (25). La maxima velocidad de unién del

fMet-ARNt™® era causada por la accion conjunta del IF2 e IF3 (25).

Una reducida union del fMet-ARNt™®! tendria un efecto negativo para la célula al
disminuir la velocidad en la formacion del complejo 30S-IC, independientemente
la presencia o ausencia del ARNm. Por otro lado, la liberacion de IF1Q por la
Ilegada de la subunidad 50S fue mas rapida en ausencia del IF3-NTD (Figura 12b).
Es factible que la ausencia de dicho dominio tenga un efecto similar, promoviendo
la union prematura de la subunidad 50S a complejos incompletos o mal
posicionados. Un efecto similar fue observado en complejos formados con
estreptomicina, la cual aceleraba la formacion del complejo 70S-IC,

independientemente del coddn de iniciacion programado en el ARNm (18).
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IX.

CONCLUSIONES

Los dominios de IF3 se reacomodan en la subunidad 30S durante el proceso
de iniciacion con velocidades aparentes entre 0.55 y 4.87 s

La unién de IF3 al ribosoma y la union del ARNt al 30S-PIC alejan los
dominios de IF3, mientras que la union de IF1 o de IF2 genera que los
dominios se acerquen.

El reconocimiento de la interaccion codon-anticodon no resultd en cambios
estructurales en IF3-DL detectables por el stopped-flow. Sin embargo, se
estimd que esta reaccidn ocurre a una velocidad mayor que la de unién del
ARNt (1.86 s?), por lo que la formacion del complejo de iniciacion no
deberia estar limitada en el tiempo por dicho reconocimiento.

La ausencia del dominio IF3-NTD resulté en una disminucion en la union
del fMet-ARNt™e hacia el complejo 30S-PIC y una formacion lenta del
70S-I1C.

Los analisis estructurales de IF3 en distintas conformaciones guardaron

relacién con los cambios de distancia observados en ensayos de cinéticas.
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ANEXOS

Tabla S1. Parametros cinéticos de las reacciones del stopped-flow. Se muestra el valor para cada parametro y su desviacion estandar.

Reaccion | A B E! Kapp1 (s1) Kappz (1) Kapp3 (s F1 (u.a.)? F2 (u.a) F3 (u.a)
1 IF3-DL 30S 2exp  4.87+0.162 0.47+0.011 - 0.38+0.006  0.26+0.004 -
2 30S+IF3-DL IF1 2exp 0.55+0.021  0.11+0.017 - 0.11+0.004  0.04+0.003 -
3 30S+IF3-DL IF2 2exp  2.50+0.282 0.30+0.035 - 0.02£0.001  0.01+0.001 -
4 30S+IF3-DL+IF1+IF2+GTP ARNmM - - - - - - -
5 30S+IF3-DL+IF1+IF2+GTP ARNt 2exp 1.86+£0.093 0.16+0.011 - 0.05£0.001  0.02+0.001 -
6 30S+IF3-DL+IF1+IF2+GTP+ARNmM ARNt 2exp 1.45+0.071  0.12+0.007 - 0.04+0.001  0.03+0.001 -
7 30S+IF3-DL+IF1+IF2+GTP+ARNmM+ARNTt 50S 2exp  0.55+0.012  0.05+0.001 - 0.04+0.001  0.04+0.000 -
8 30S+IF3-DL+IF1+IF2+GTP+ARNTt 50S 2exp  0.71+£0.024  0.04+0.001 - 0.08+0.001  0.07+0.000 -
9 30S+IF3-DL+IF1+IF2+GTP+ARNmM 50S+ARNt 2exp 3.51+0.141  0.11+0.001 - 0.11+0.003  0.07+0.001 -
10 30S+IF3-DL+IF1+IF2+GTP 50S+ARNt 3exp  4.01+0.684 0.37£0.034 0.07+0.002 0.07+0.006 0.08+0.004  0.13+0.004
11 30S+IF3+IF1Q+IF2+GTP+ARNmM ARNt-Flu 2exp  0.69+0.013 0.05+0.001 - 0.25£0.001  0.11+0.001 -
12 30S+IF3-CTD+IF1Q+IF2+GTP +ARNmM ARNt-Flu 2exp 0.04+0.003  0.62+0.007 - 0.07£0.001 0.11+0.001 -
13 30S+IF1Q+IF2+GTP+ARNmM ARNt-Flu 2exp  0.03x0.002 0.53+0.004 - 0.09£0.001  0.18+0.001 -
14 30S+IF3+IF1Q+IF2+GTP+ARNmM +ARNTt-Flu 50S 2exp 0.67+0.011  0.09+0.001 - 0.30+0.001  0.10+0.001 -
15 30S+IF3-CTD+IF1Q+IF2+GTP+ARNmM+ARNt-Flu 50S 2exp 2.91+0.072  0.12+0.002 - 0.21+0.003  0.08+0.001 -
16 30S+IF1Q+IF2+GTP+ARNmM +ARNt-Flu 50S 2exp 2.27+0.523 5.73+1.182 - 0.09+0.052  0.18+0.049 -
17 30S+IF3+IF1Q+IF2+GTP+ARNmM ARNI- 2exp 0.76+£0.012  0.05+0.001 - 0.24+0.001  0.22+0.001 -
Flu+50S

18 30S+IF3-CTD+IF1Q+IF2+GTP +ARNm ARNt- 2exp  0.03x0.001 0.42+0.009 - 0.11+0.001  0.07+0.001 -
Flu+50S

19 30S+IF1Q+IF2+GTP+ARNmM ARNt- 2exp 0.72+0.06  0.08+0.002 - 0.02£0.001  0.03x0.001 -
Flu+50S

1. Numero de fases exponenciales de la regresién no lineal.

2.

Unidades arbitrarias de fluorescencia.



Tabla S2. Distancia entre los AV de los fluoréforos en las estructuras de Hussain et al. Se
muestra el promedio de la distribucion de frecuencias y su desviacion estandar.

Donador® Aceptor? | Distancia (A)
| 1

PICIA  PIC1A | 4438+ 721

PIC2C  PIC2C | 54.01 £5.26

PIC3 PIC3 [ 48.56 +4.52

PIC4 PIC4 [ 54.29 £5.92

PIC1A PIC4 [ 56.93 £6.77

PICIA  PIC2C | 55.87 +6.39

PIC1A PIC3 [ 53.26 +5.66

PIC2C  PIC1A | 42.86 +5.97

PIC2C PIC3 [ 51.13 +4.52

PIC2C PIC4 [ 53.75 +£5.55

PIC3 PIC1IA [ 37.83 £5.84

PIC3 PIC2C | 50.46 +5.35

1. Volumen accesible del fluoréforo donador correspondiente a la posicion del NTD en
dicho intermediario de la iniciacion.

2. Volumen accesible del quencher correspondiente a la posicion del CTD en dicho
intermediario de la iniciacion.



